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Fur einen Serin Protease Inhibitor codierende Nukleinsaure 

StSrungen der Homoosthase in der Ham finden sich bei malignen Hauttumoren 
wie dem Basaliom oder dem Plattenepithelkaizinom, aber auch bei benignen 
5 proliferativen Hauterkrankungen wie der Schuppenflechte (Psoriasis). Auf 
Expressionsebene dokumentiert sich dieser abnorme PhSnotyp der beteiligten 
Keratinozyten durch eine veranderte Genexpression fan Vergleich mit 
Keratinozyten in gesunder Haut Einen direkten EinfluB auf die Genexpression in 
der Haut hat auch die ultraviolette (UV) Komponente des Sonnenlichts, 

10 Insbesondere das mittlere Spektrum der UV-Strahlung (UVB, 280-210 nm) ist 
verantwortlich fur diesen Effekt in Keratinozyten. Neben akuten Effekten wie 
Sonnenbrand und hnmunsuppression konnen als Langzeiteffekte Hauttumore 
entstehen. Die Verbindung zwischen UV-Strahlung und deregulierter 
Genexpression bei Hauterkrankungen laBt vermuten, dafi Gene, die an der 

15 physiologischen UV-Antwort beteiligt sind, ebenfalls bei pathologischen 
Prozessen in der Haut von Bedeutung sind. 

Die molekularen Vorg^nge bei der physiologischen UV-Antwort und der UV- 
Karzinogenese sind nur unvollstSndig aufgeklart und erst wenige Gene konnten in 
20 diesem Kontext identifiziert werden. 

Bedingt durch die methodischen Ansatze wurde bisher der reprimierende Effekt 
auf die Genexpression der UV-Strahlung nicht systematisch erfaBt (1-3). 

Der Familie der Serin-Proteinase-Inhibitoren (Serpine) beinhaltet hochmolekulare 
25 (40-60 kDa) Proteine mit einer einzigen AminosSurekette, die durch eine hoch 
geordnete Tertiarstruktur charakterisiert ist Definiert wird diese Tertiarstruktur 
durch al -Antitrypsin (al-PI) (5), dem Prototyp aller Serpine. Die aus 9 a- 
Helices und 3 P-Faltbiattem bestehende Tertiarstruktur mit spezifischen 
Faltungseigenschaften ist elementar fur die Funktion der Proteaseinhibitoren. Die 
30 inhibitorische Spezifitat wird dabei in erster linie durch die Aminosaureester in 
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PI -PI' Position im reaktiven Zustand nahe des C-Terminus des Proteins 
bestimmt Dieser metastabile Zustand des Proteins macht infolge einer Literaktion 
mit dem reaktiven Zentrum einer Zielprotease eine Konformationsanderung durch 
und bildet schlieBlich einen kovalenten Sexpin-Proteinase-Komplex (6). 

5 Durch Aminosaurevergleiche, charakteristische Eigenschaften der Proteine und 
Genomorganisation konnte innerhalb der groBen Serpinfamilie die Ovalbumin- 
Familie (Ov-Serpine) von intrazellularen Seipinen identifiziert werden (7). 
Serpine sind an einer Vielzahl von wichtigen Proteinase-vermittelten 
physiologischen Funktionen wie Blutgerinnung, Fibrinolyse, Entzihidung, 

10 Zellmigration, Umbau extrazellulSrer Matrix (8) sowie Aktivierung von 
Interleukin-VorlSufern (9) beteiligt. 

Eine wachsende Zahl neuer Daten zeigt eine Beteiligung von Seipinen bei der 
Regulation von Proteinases die an Schliisselstellen apoptotischer VorgSnge 
stehen (10-13). In humanen Keratinozyten sind Serpine, wie fur PAI-1 gezeigt 
15 (14), bei der Migration und Differenzierung von Zellen sowie im Kontext der 
Wundheilung von Bedeutung. Fur PAI-2 konnte in Keratinozyten eine 
Beteiligung an intrazellularen Prozessen, die mit der terminalen Differenzierung 
und Bildung der verhornten Zellwand („comified envelope") in Zusammenhang 
stehen, demonstriert werden (15). 

20 

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, ein Werkzeug zu finden, 
mittels welchem die eingangs genannten Krankheiten bzw. Effekte untersucht 
werden konnen und mittels welchem Wirkstoffe zur Behandlung dieser 
Krankheiten gefunden werden k6nnen. 

25 

Zur L6sung dieses Problems lehrt die Erfindung die GegenstMnde der Anspriiche 1 
bis 20. Als Allele sind durch Translokation, Punktmutation und/oder Deletion 
abgeleitete Gene bezeichnet. Als Homologe sind komplementare bzw. 
hybridisierte NukleinsSuren bezeichnet. 

30 



NSDOCID: <WO 0058459A1J_> 



WO 00/58459 



3 



PCT/EP99/02148 



Durch die Anwendung der differentiellen mRNA Display Polymerase 
Kettenreaktion (DD-PCR) (4) boten sich hier neue Moglichkeiten zur 
Identifizierung und Klonierung UV-regulierter Gene. Ahnlich wie die subtraktive 
cDNA-Hybridisierung ist keine Kenntnis iiber die Sequenz der zu isolierenden 
5 Gene notwendig. Einzig ein quantitativer Unterschied der relevanten Sequenzen 
in den zu vergleichenden Zellpopulationen ist fur die Identifizierung erforderlich. 
Dies ermSglicht die gleichzeitige Erfassung von bekannten und unbekannten 
Genen. Im Unterschied zur subtraktiven cDNA-Hybridisierung ist bei der DD- 
PCR die vergleichende Analyse nicht auf 2 Zellpopulationen beschrankt, sondem 
10 es k6nnen soviele Populationen nebeneinander analysiert werden, wie gleichzeitig 
gehandhabt werden k8nnen. Da zudem auch quantitative Unterschiede dargestellt 
werden konnen, ermdglicht dies die Erfassung der Expressionskinetik UV- 
regulierter Gene. Dabei konnen im Unterschied zu anderen Methoden zur gleichen 
Zeit sowohl UV-induzierte als auch UV-reprimierte Gene erfaBt werden. 

15 

Die vorliegende Anmeldung beschreibt die Identifizierung, Aufkiarung und 
Analyse der vollstandigen cDNA-Sequenzen eines neuen Serin-Protease- 
Inhibitors sowie seine Zuordnung als Familie der Ovalbumin-Serpine. Das neue 
Serpin ist in der Keratinozyten-Zellinie HaCaT als UVB-reprimierbare Sequenz 

20 isoliert worden und wurde daher als „hurpin" fur HaCaT UV repressible serpin 
bezeichnet. Das Genom Data Base nomenclature commitee hat fur hurpin die 
systematische Bezeichnung proteinase inhibitor 13 (PI13) reserviert 
(confidential). Untersuchungen zur Expression zeigen, daB hurpin spezifisch in 
Keratinozyten exprimiert wird. Dariiber hinaus weisen die Ergebnisse auf eine 

25 Verkntipfung von hurpin mit der Proliferation und Aktivierung von humanen 
Keratinozyten hin. Weiterhin zeigt sich bei der Psoriasis eine deutliche 
Oberexpression von hurpin in befallener Haut im Vergleich mit unbefallener 
Haut. 

Eine mSgliche Funktion von hurpin in diesem Zusammenhang k5nnte die 
30 Verhinderung von apoptotischen Vorgangen in Keratinozyten sein. 
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Die Identifizierung eines neuen UV-reprimierbaren Serin-Protease-Inhibitors und 
die Assoziation mit einer benignen, proliferativen Hauterkrankung (Psoriasis) 
bietet Ansatzpunkte filr. 

• die Aufklarung der molekularen Mechanismen der Eikrankung 

5 • die Etabilierung neuer klinischer Parameter zur Verlaufskontrolle 

• die Entwicklung neuer B ehandlungsstrategien. 

Im folgenden werden die Anwendungsbereiche dor Erfindung naher eriautert: 

10 Die ausschlieBliche Expression von hurpin in Keratinozyten l£Bt eine Funktion 
vermuten, die mit der spezifischen Aufgabe der Haut in Verbindung stehL 
Die bisherigen Daten weisen auf eine Beteiligung an Prozessen der Proliferation 
und Differenzierung der Haut hin. Die Differenzierung der Haut stellt eine 
spezielle Form des programmierten Zelltodes (Apoptose) dar. Entsprechend wird 

15 fur hurpin eine Rolle bei dieser speziellen Form von apoptotischen VorgSngen in 
der Haut postuliert. Allgemein kann damit von einer Rolle ftlr hurpin in der 
HomSostase der Haut ausgegangen werden. Neben physiologischen VorgMngen 
die mit der Barrierefunktion der Haut verkniipft sind, schlieBt dies ebenfalls 
Vorgange bei der Wundheilung und entzundlichen VorgSngen der Haut ein. 

20 Hieraus ergibt sich ebenfalls eine Beteiligung von hurpin an pathologischen 
Storungen dieser Vorgange wie bisher fur die Psonasis gezeigt. Dies schlieBt 
insbesondere Storungen der Differenzierung und Proliferation von Keratinozyten 
im Rahmen der Karzinogenese epidermalen Tumoren ein, 

25 

Damit ergeben sich fur hurpin folgende Anwendungsschwetpunkte: 
Diagnose: 

Pathologische Vorgange der Haut an denen hurpin beteiligt ist werden durch eine 
deregulierte Expression von hurpin charakterisien sein. Entsprechend kann eine 
30 Verlaufskontrolle und/oder ein molekulare Typisierung der verschiedenen 
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klinischen Erscheinungsformen einer Erkrankung durch Untersuchungen zur 
Expression von hurpin auf Ebene der NukleinsSure und des Proteins erfolgen. 
Diagnostische und prognostische Aussagen lassen sich auch durch den Nachweis 
von Mutationen des Gens fur huipin machen. Diese Mutationen kSnnen sowohl 
5 eine funktionelle Veninderung regulatorischer Elemente des Gens als auch ein 
funktionell verSndertes Protein bedingen. 

Therapie: 

Antisense-Therapie: Durch antisense Oligonukleotide die mit Hilfe von 
10 Liposomen oder anderen geeigneten Transportern in die epidermalen 
Keratinozyten eingebracht werden, kann die Tranlation der huxpin-mRNA 
unterbunden werden. Hierdurch kann die pathologische Oberexpression 
postranskriptionell korrigiert werden. 

15 Inhibitor-Therapie: Eine funktionelle, postranslationelle Korrektur einer 
pathologischen hurpin Expression kann Uber die Applikation eines spezifischen, 
blockierenden Peptids oder Proteins erfolgen. Die Einbringung der 
Peptide/Proteine in die Keratinozyten wurde analog zur Applikation von antisense 
Oligonukleoiden erfolgen. 

20 

Anwendungen bei der Entwicklung von Pharmaka und Kosmetika 

Zur Selektion von pharmakologisch wirksamen Substanzen kann die Expression 
von hurpin als Testparameter Anwendung finden. Hierdurch konnen in der 
25 Zellkultur oder im Ex-vivo Hautmodell Substanzen identifiziert werden, die eine 
Modulation der hurpin Expression ermoglichen. 

Aufgrund der UV-Regulation von hurpin konnen ebenfalls photoprotektive 
Substanzen in den erwShnten Testmodellen auf ihre Wirksamkeit iibeipriift 
30 werden. 
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Folgend wird die Erfindung durch verschiedene Versuche naher erlautert 
Methoden 

5 

Chemikalien, Radioisotope und Enzyme 

Wenn nicht anders gekennzeichnet, wurden die verwendeten Chemikalien in p.A. 
Qualitat von den Hrmen Flow Laboratories, Gibco BRL, Merck, Roth, Serva oder 
Sigma bezogen. 

10 Die verwendeten Radiochemikalien wurden iiber ICN bezogen. 

Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme wurden, wenn nicht anders 
vermerkt, von Boehringer (Mannheim), Gibco BRL, New England BioLabs oder 
Pharmacia bezogen. 

15 Zellkultur 

Das epideimoide Zelline HaCaT wurde von Prof. Fusenig eingesetzt (16). PrimMre 
Keratinozyten werden aus HautstUcken, die bei plastischen Operationen entfemt 
und normalerweise verworfen werden, gewonnen. Hierzu wurde die in 1 x PBS 
gelagerte Haut unter sterilen Bedingungen vom Fettgewebe befreit und in kleine 

20 StUcke (ca. 5 mm x 5 mm) zerteilt Die StUcke wurden 1 x PBS gewaschen und 
anschliefiend in Petrischalen 12 bis 16 Std. bei 4 °C mit der Epidermis nach oben 
in Dispase (Grade H, 2,4 U/ml, Boehringer Mannheim) inkubiert. Anschliefiend 
wird die Epidermis von der Lederhaut abgezogen und in 1 x PBS gewaschen. Die 
Stucke werden fur 5 bis max. 15 min. in einer Trypsin/EDTA-L5sung (0,2 % 

25 Trypsin und 0,2 % EDTA in 1 x PBS gelSst) bei 37 °C inkubiert. Die 
Keratinozyten wurden aus dem enzymatischen zersetzten KeratingerUst 
mechanisch freigesetzt. Durch die Zugabe von mindestens dem dreifachen 
Volumen 10 %-igem FCS wurde die Trypsinisierung abgestoppt Die pelletierten 
primaren Keratinozyten werden in Medium (s.u.) resuspendiert und fttr die 

30 weitere Kultivierung auf Petrischalen verteilt. 
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Die Zellkulturen werden in einem Inkubator bei 37 °C in einer wassergesattigten 
Atmosphare mit 5 % CO2 kultiviert 

HaCaT-Medium: Duibecco's Mod. Eagle Medium w. Sodium Pyruvat 
5 (GibcoBRL). 

Hinzugefiigt werden 5 ml Antibiotikum (PenidlbWStreptomycin, 10000 jig/ml, 
How-Laboratories), 5 ml L-Glutamin (200 mM), 50 ml FCS (100 %). 

Keratinozvten-Medium; KBM (Keratinozytes Basal Medium, Clonetics). 
10 Hinzugefiigt werden 500 jjI Gentamincinsulfat (50 mg/ml), 500 ul Am-photericin 
(50 Hg/ml), 500 ul Lisulin bovine (5 mg/ml), 300 |il Epidermal growth factor (0,1 
Hg/ml), 500 Jill Hydrocortison (0,5 mg/ml). 

Jeweils 15 pi des Master-Mixes wurden zu der cDNA gegeben und mit 80 jil 
15 Mineralol als Verdunstungsschutz iiberschichtet 

Die Taq-Polymerase wird ebenfalls in Form eines Master-Mixes vorbereitet und 
nach der ersten Denaturierungs- und Bindungsphase (Annealing), dem Ansatz 
zugefugt („hotstart"). 

20 Enzym-Master-Mix: 0,4 Hi Taq-Enzym (5 U/jd) 

0,2 ^1 Taq-Polymerase-Puffer (10 %) 
1,4 ul ddH 2 0 

Im Anschlufi an die erste Annealing-Phase mit 41 °C verblieben die Proben bei 42 
°C. Die Olphase eines jeden Ansatzes wurde durchgestochen und 2 pi des Taq- 
25 Polymerase Master-Mixes hinzugefiigt. Sobald alle Proben mit Enzym versehen 
sind, wird mit der ersten Elongationsphase begonnen. 

DD-PCR-Programm 
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Denaturierung Primer- hot-start Elongation 

Bindung 

1. Zyklus 95°C/lmin. 41°C/lmin. 42 °C 72°C/lmin. 

2. bis 40. 94°C/50sec. n - 72°C/lmin. 

42 °C + 0,1 



Zyklus 



°C/ZykL 1 
min. 



Nach Beendigung aller PCR-Zyklen wurde eine S'Elongationsphase bei 72 °C 
angehangt. 

5 Ein Aliquot (5-7 pi) eines jeden Ansatzes wurde mit 1/5 5 x TBE Loading-Buffer 
versetzt. Die Proben wurden fur 3 min. bei 75 °C denaturiert und bis zum 
Aufragen auf Eis gelagerL Gleiche Probenvolumina wurden dann in einem 5 %- 
igen PAA-Gel unter denaturierenden Bedingungen bei konstant 40-45 W 
aufgetrennt, bis der Xylen-Xylanol-Farbmarker des Ladepuffers die untere 

10 Gelkante erreicht hatte. 

Durch die Behandlung einer der beiden das Gel umgebenden Glasplatten mit 
Bindesilan haftet das Gel nach dem Auseinanderbau an der behandelten Platte. 
Das an der Glasplatte haftende Gel wurde mit Haushaltsfolie abgedeckt. Urn die 
Lage des fur die Autoradiographic aufgelegten. RSntgenfilms exakt festzuhalten, 

15 wurden mehrere Markierungen mittels „Tracker-Tape" (RPN 2050, Amersham) 
am Rand des Geles angebracht Die Exposition des Rontgenfilms erfolgte bei -70 
°C ohne Verstarkerfolie. 



20 

Elution der cDNAs aus Polyacrylamidgelen 

Differentielle Banden werden mit seidichen Punkten auf dem Rontgenfilm 
markiert und der Film mit Hilfe der „Trackertape"-Maikierungen in seine 
urspriinglichen Position auf dem Gel gebracht und dort fixiert. Mit Hilfe einer 
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Nadel wurde der Him an den Markierungspunkten durchstochen und so die 
Position der Bande auf dem PAA-Gel gekennzeichnet. Nach Abnahme des Rimes 
wurde ein diinner Streifen des Geles zwischen den Einstichstellen mit einem 
sauberen Skalpell herausgeschnitten. Dieses Sttick wurde in ein 1,5 ml 
5 EppendorfgefaB mit 100 pi ddH 2 0 uberfUhrt Zur Elution der cDNA aus dem 
Gelfragment wurden die Proben fur 20 min. auf 80 °C erhitzt und anschheBend fur 
2 min. bei 13000 rpm (15000 g) zentrifugiert. Der gelfireie Oberstand wird in ein 
neues GefaB iiberfuhrt. Durch Zugabe von 10 pi 3 M NaAc (pH 5,2), 2,5 pi 
Glycogen (20 mg/ml) und 450 pi eiskalten Ethanols (100 %) wird die eluierte 
10 cDNA bei 20 °C iiber Nacht gefiUlt (optional fur mind. 2 Std. in Ethanol auf 
Trockeneis). Die cDNAs werden bei 4 °C fiir 30 min. bei 13000 rpm (15000 g) 
pelletiert, der Oberstand abgenommen und das Pellet mit 75 % EtOH gewaschen. 
Das Pellet wird in TE (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA) gelost, 

15 Reamplifizierung differentieller cDNAs 

Die Reamplifizierung der eluierten cDNA-Fragmente erfolgte in einem 40 pi 
PCR-Ansatz mit den gleichen Primerkombinationen, die ftir ihre urspriingliche 
Generierung bei der DD-PCR verwendet wurden. 

20 



25 Jeweils4 pi der eluierten cDNA in TE werden mit: 

4 pi Primer 1 (2 pM) 
4 pi Primer 2 (2 pM) 
3,8 pi Taq-Polymerase-Puffer ( 10 %) 
30 4 pi Gelatine (0,1 %) 
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3,2 KddNTP-Mix(250^M) 
15 jid DEPG-Wasser 

kombiniert und mit Mineralol Uberschichtet. Zur Reduzierung von 
5 Pipettierungenauigkeiten wurden die Komponenten fiir mehrere AnsStze in Form 
eines Mastermixes kombiniert. 

Das Taq-Enzym wurde wie bei der DD-PCR in |il Ix Taq-Polymerase-Puffer im 
„hot-start"-Verfarhren zugegeben. 

Urn die Spezifitat der Amplifizierung zu erhShen wurde im Gegensatz zum DD- 
10 PCR Programm bei der Reamplifizierung ein „touch down" Protokoll verwendet 
Hierbei wurde in den ersten 5 Zyklen der PCR eine erhOhte Anealing-Temperatur 
verwendet, die pro Zyklus so verringert wird, daB ab dem 6. Zyklus die fur die 
Primerkombination optimale Temperatur erreicht ist Durch die anf&iglich 
stringenteren Bedingungen ist die Amplizierungseffektitat zwar geringer, es wird 
15 aber sichergestellt, daB praferentiell das gewiinschte Produkt ampliziert wird. 
Nachdem so ausreichende Mengen des gewunschten Templates vorliegen, kann 
bei der an die Primer angepaBten Anealing-Temperatur mit hoher Effizienz 
ampliziert werden. Der Erfolg dies Vorgehensweise zeigte sich im nachfolgenden 
praparativen Agarosegel durch kaum vorhandene unspezifische PCR-Produkte. 



20 





Denaturierung 


Primer-Bind ung 


hot-stan 


Elongation 


1. Zyklus 


95°C/1 min 


50°ai min 


50°C 


72°C/2min 


2. bis 5. Zyklus 


94°C/50 sec 


49°C-l°aZykl 1 
min 




72°a2min 


6. bis 35. Zyklus 


94°C/50 sec 


45°ai min 




72°a2 min + 2 
sec/Zykl. 



Klonierung von PCR-Produkten 

Fiir die Ligation wurden die reamplizierten cDNA-Fragmente nach 

GroBenfraktionierung im Agarosegel mit JetSorb (Genomed) nach 

25 Herstellerangaben aus dem Gel eluiert. FUr die TA-Klonierung von PCR- 
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Produkten wurde der TA-Klonierungskit von Invitrogen nach Herstellerangaben 
verwendet. Die Ligation erfolge im Vektor cDNA-Veihaitnis von 1 :3. 

Herstellung einer lambda-cDNA Bank 
5 Zur Isolation von cDNA-KIonen voller Lange wurde mit poly(A) + -RNA aus 
HaCaT-ZeUen eine cDNA-Bank in Uni-ZAP XR (Stratagene, Heidelberg) 
hergestellt. Die Anreicherung von poly(A) mRNA aus Gesamt-RNA wurde mit 
Hilfe des Oligotext mRNA Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) entsprechend der 
Herstellungsvorschrift durchgefUhrt. Fur die Herstellung der cDNA-Bank aus 4 
10 p.g poly(A)-RNA wurde der ZAP-cDNA Klonierungskit (Stratagene, Heidelberg, 
Germany) nach den Vorschlagen des Herstellers mit Ausnahme folgender 
Modifikationen eingesetzt: 

• fur die Herstellung des 1. Stranges cDNA wurde Superscript n Reverse 
Transkriptase (Gibco, BRL, Eggenstein) eingesetzt 
15 • fur die GroBenfraktionierung der Xho I gespaltenen cDNA wurde eine S-400 
Zentrifugationssaule verwendet. 
Nach Ligation der cDNA-Fraktion mit MolekUlen >500 bp in Uni-ZAP-XR 
Vektorarme wurde die Bank unter Verwendung des Gigapack HI Gold 
Verpackungsextraktes (Soatagene, Heidelberg, Germany) in X-Phagenpartikel 
20 verpackt. 

Die nach einmaliger Amplifizierung erhaltenen cDNA-Bank hatte einen Titer von 
1.4xl0 ,0 pfu/ml. 

Klonierung von cDNA-KIonen voller Lange 

25 Fiir die Identifizierung von hurpin cDNA-KIonen wurden 10 6 pfu auf Hybond-N* 
Nyloiunembranen (Amersham, Braunschweig) unter Verwendung von 
Standardmethoden (17) ubertragen. Als Sonde wurde die 412bp lange HUR7 
cDNA, nach radioaktiver Markierung mit [cc- 32 P] dCTP unter Verwendung des 
Megaprimer DAN Markierungskits (Amersham, Braunschweig, Germany), 

30 eingesetzt. Die Nylonmembranen wurden ftir 2 h bei 88 °C in QuickHyb 
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(Stratagene, Heidelberg, Germany) pr&hybridisiert Die Hybridisienmg mit der 
radioaktiv markierten Sonde wurde dann in der gleichen Losung iiber Nacht bei 
68 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Membranen unter stiingenten 
Bedingungen (final bei 55 °C in 0.1 x SSC, 0.1 % SDS) gewaschen und positive 
5 Plaques durch Autoradiographic irrit Hyperfilm (Amersham) sichtbar gemachL 
Durch eine zweite Hlterhybridisierung mit immobilisierten Phagen jeweils eines 
positiven Plaques wurden individuelle Phagen identifiziert, die mit der HUR 7- 
cDNA hybridisienen. Die cDNA-Inserts dieser Phagen wurden durch in vivo 
Excision des pBlueScript SK Phagemid aus dem Phagengenom nach 
10 Herstellerangaben prapariert. 

Restriktionsanalyse der cDNA-Klone 

Die cDNA-Inserts aus den pBS-Vektoren wurden mit Eco RI (2U/jig) und Xho I 
herausgeschnitten. Da der pBS-Vektor eine nur unwesentlich andere GrdBe als sie 

15 cDNA-Fragmente hatte, wurde zur besseren Identifizierung und Trennung der 
Fragmente zusStzlich der Vektor mit Pvu I (1,7 U/ug) geschnitten. In alien 
Restriktionsansatzen wurde mit Boehringer-,4iigh-salt"-Puffer gearbeitet. Fur 
weitere Restriktionsanalysen wurden die Plasmide mit Nod, Pst I, Xba I, Sac I 
und Bam HI nach Standardvorschrift (17) geschnitten und in einem l%igen 

20 Agarosegel analysiert. 

Nothern-Bloth Analysen 

lOjig Gesamt-RNA aus HaCAT-Zellen wurden in einem l%igen Formaldehyd- 
Agarose-Gel groBenfraktioniert und mittels KapUlar-Blot-Verfahren auf Hybond 
25 isT-Nylonmembranen (Amersham) transferiert Northern-Blots mit poly(A) + - 
mRNA aus verschiedenen humanen Geweben (MTN: multiple tissue Northern 
blots) wurden von Clontech bezogen. 

Fiir die Hybridisienmg von Filtern wurden die DNA-Fragmente, die als 
Hybridisierungssonden eingesetzt wurden, mit [ 32 P]-dCTP (3000 Ci/mmol; ICN) 
30 unter Verwendung des „Megaprime labeling kit" von Amersham markierL Freie 
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Nukleotide wurden durch Chromatographic liber eine S300-Zentrifugationssaule 
(Pharmacia) abgetrennt. Die Einbaurate von [ 32 P]-dCTP in die DAN wurde durch 
Messen eines Aliquots der Markierungsreaktion in einem 
HUssigkeitsszintillationszahler bestimmt Die spezifische Aktivitat betrug 1-2 x 
5 10 9 cpm/ng DAN. 

Die Hybridisierung wurden in DIG-Easy-Hyb-Losung (Boehringer Mannheim) 
ttber Nacht durchgefuhrt. Nach stringentem Waschen er Membranen (final 55- 
60°C, 0.1% SDS, 0.1 x SSC) wurden Signale durch Exposition eines 
Rontgenfilms (Hyperfilm, Amersham) mit Verstarkerfolie bei -70°C sichtbar 
10 gemacht 

RT-PCR Analysen 

Fiir die reverse Transkription von RNA in cDNA wurde eine rekombinante Mo- 
MLV Reverse-Transkriptase ohne Rnase-H Aktivitat (Superscript n, Gibco BRL) 

15 mit dem mitgelieferten 5xPuffersystem [250 mM Tris-HCI (pH 83), 375 mM, 
KCI, 15 mM MgCI 2 ] eingesetzt Je Ansatz wurde 1 |ig Gesamt-RNA in ddH 2 0 
und 10 pmol dTn-is-Primer (Pharmacia) eingesetzt (Gesamt-Vol.: 11 pi). Nach 
Hitzedenaturierung (10' bei 70 °C) der RNA und Abkuhlen auf Eis wurden 
zugegeben: 

20 4 nl 5 x Puffer 

2 Hi 0.1 MDTT 

1 pi dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
1 pi Rnasin (40 U, Promega) 
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pi (200 U) Reverse-Transkriptase (RT) 
25 gestartet und lief bei 42 °C fiir 1 h. Inaktivierung der RT erfolgte durch 5 miniitige 
Inkubation des Reaktionsansatzes bei 70 °C. Die so hergestellte cDNA wurde bei 
-20°C gelagert, Fiir den Nachweis spezifischer Transkripte wurde mit Hilfe von 
zwei spezifischen Primern das entsprechende cDNA-Fragment in der PCR 
amplifiziert. Die Sequenz der verwendeten Primer wurde mit Hilfe des 
30 Computerprogramms „01igo", Version 3.3 optimiert (Kontrolle der Duplex- 
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Bildung Homologie der 3'und 5 linden zueinander, Selbstkomplementaritat, 
Schmelztemperatur des Primers). Um die Reaktionsbedingungen in der PCR zu 
optimieren, wurden mit jedem Primer-Paar und einer Positivkontrolle mehrere 
Test-PCR-Analysen durchgeftihrt, in denen die MgCk-Konzentration (1,5-2,5 
5 raM) und die Temperatur (Variation der mit „OHgo" ermittelten Temperatur) 
wahrend des Primer-B in dungsschri ttes (..annealing") variiert wurden. 



Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes: 

10 4,7 nl lOxTaq-Puffer [100 m Tris-HCI (pH8.3 bei 25 °C), 500 mM 

KC1, 15 mM MgCb] 

1 pi dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, DTTP) 
0.5 pi Primer 1(10 pm/pl) 
0.5 pi Primer 2 (10 pm/pl) 
15 x pi 60 mM MgCl2 (je nach Primer, um Endkonzentration von 2,0 

mM oder 2,5 mM zu erreichen) 
47 plddHaO 



Auflistung der bei RT-PCR-Analysen verwendeten Primer 



Gen/Primer 




Sequenz (5'-3") 


Hybridisierungs- 
Temp. [°C] 


MgCI 2 
[mMJ 


hurpin 1 


5' 


TAAAGGGCAATGGGACAGGGAGT 


58 


1.5 


hurpin 2 


3' 


GCGGATGTGACAGTAAAGCCTATG 


S-Aktin-1 


5* 


CGGGAAATCGTGCGTGACATTA 


63 


2,0 


G-Aktin-2 


3' 


GTTGGCGTACTGGTCTTTGCGGAT 
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ACATTA 

p-Aktin-2 3' GTTGGCGTA 63 2,0 

CTGGTCTTT 
GCGGAT 

Die Verdunstung wahrend der Inkubation wurde durch Oberschichten des 
Reaktionsansatzes mit MineralSl verhindert Um das Entstehen unspezifischer 
Produkte einzuschranken, wurde em „hot-start" durchgefuhrt, bei dem 2 U Taq- 
5 Polymerase in 3 |il 1 x Taq-Puffer zum Reaktionsansatz nach dem ersten 
Denaturierungsschritt der PCR zugegeben wurde. 

Die Inkubation der Ansatze erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler 
der Fa. Biometra (Trioblock). 

10 Standard-PCR-Programm: 94 °C 1 min. 

50-88 °C 1 min. (Primer spezifisch) 
72 °C 2 min. 
Wiederholung fur 25-30 Zyklen 
72 °C 5 min. 

15 

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte in 1,5 %-igen Agarosegelen. Die DNA- 
Fragmente wurden mit Ethidiumbromid angefarbt und unter langwelligem UV- 
Licht fur die Dokumentation sichtbar gemacht 

20 Methoden 

Chemikalien, Radioisotope und Enzyme 

Wenn nicht anders gekennzeichnet, wurden die verwendeten Chemikalien in p.A. 
Qualitat von den Hrmen Flow Laboratories, Gibco BRL, Merck, Roth, Serva oder 
25 Sigma bezogen. Die verwendeten Radiochemikalien wurden tiber Amersham 
([ 35 S]-Methionin, labeling grade) bezogen. Restriktionsendonukleasen und andere 
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Enzyme wurden, wenn nicht anders vermerkt, von Boehringer (Mannheim), 
Gibco BRL, New England BioLabs oder Pharmacia bezogen. 

Nicht-radioaktive in situ-Hybridisierung 

5 

Mit Hilfe der in situ-Hybridisierung ist es moglich, Analysen von NukleinsSuren 
auf Einzelzellebene durchzufiihren. Zum Nachweis spezifischer mRNAs in Zellen 
wurden Digoxygenin-markierte RNA-Sonden eingesetzL Die Hybridisierung 
wurde durch Umsetzung eines Farbstoffgemisches (NBT/BCIP) mit Hilfe einer 
10 alkalischen Phosphatase(AP) nachgewiesen, die mit einem Anti-Dig Fab- 
Fragment konjungiert war. 

Die in situ-Hybridisierung umfaBt mehrere Teilschritte, die im folgenden eriautert 
werden. 

15 In vitro-Transkription 

Digoxygenin-maikierte RNA-Sonden wurden mittels des Dig RNA labeling Kit 
(SP6/T7) von Boehringer Mannheim hergestellt. 

Um eine moglichst Huipin-spezifische Sonde herzustellen, wurde ein in anderen 
20 Serpinen nicht konservierter Teil aus dem 3 '-nicht translatierten Bereich der 
Hurpin-Sequenz ausgewahlt. Mit Hilfe der PCR wurde die entsprechende cDNA 
unter Verwendung des Plasmid pBS-HPl.l generiert. Um mit Hilfe der T7-RNA- 
Polymerase unter Verwendung dieser amplifizierten cDNA eine RNA-Sonde 
herstellen zu kSnnen, wurde am 5 'der entsprechenden Hurpin-spezifischen Primer 
25 eine T7-Promotorsequenz angehangt. Die T7-RNA-Polym©rase bindet an diese 
T7-Promotorsequenz und katalysiert die Transkription der mRNA-Sonde. Die 
Sonde wird dabei durch den Einbau von digoxygeniertem dUTP (Dig-dUTP) 
markiert 

Hurpin-spezifische Primer. 
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HPLF1 (5 '-Primer): 

TGCATCGCCACAATCCAGTTTTAG 
5 HPLF2 (3 '-Primer): 

CCAGCAATTTCTAGCCTAGGGAATCT 

Hurpin-spezifische Primer mit T7-Promotorsequenz: 
HPFL1-T7 (5 '-Primer): 

10 ACTCGAGTAATACGACTCACTATAGGGTGCATCGCCACAATCCAGTTT 
TAG 

HPLF2-T7 (3 '-Primer): 

ACTCGAGTAATACGACTCACTATAGGGCCAGCAATTTCTAGCCTAGGG 
AATCT 

15 

Fiir die PCR-Amplifizierung der cDNA-Matrize zur Generierung der „anti- 
sense"-Sonde wurde die Primerkombination HPLF 1 /HPLF2-T7 , zur Generierung 
der „sense"-Sonde wurde die Primerkombination HPLF1 -T7/HPLF2 eingesetzt. 
Die generierten PCR-Produkte hatten eine GroBe von 462 bp. 
20 Die PCR wurde, wie unter RT-PCR beschrieben, durchgefiihrt. Anstelle der 
cDNA wurde als Template 0,2 ng des Hurpin-Plasmides pBS-HP 12.2 eingesetzt. 

PCR-Bedingungen: 

1. Zyklus 

25 1 rain. Denaturierung bei 95 °C 
1 min. Primer-Bindung bei 58 °C 
1 min. Polymerisation bei 72 °C 

2. -35. Zyklus 

30 55 sec. Denaturierung bei 95 °C 
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50 sec. Primer-Bindung bei 58 °C 
1 min. Polymerisation bei 72 °C 

Abschliefiend 5 min. Inkubation bei 72 °C 

5 

Vor dem Einsatz in der in vitro-Transkription wurden PCR-Produkte (cDNA- 
Matrize) tiber ein Agarosegel aufgereinigt. 

Herstellung der RNA-Sonden 

10 Fur die in vitro-Transkription wurden 1 jig cDNA-Matrize zusammen mit 2 pi 
NTP Labeling-Mixtur, 2 jil 10 x Transkriptionspuffer und 1 jil RNase- Inhibitor in 
ein RNase-freies GefaB gegeben und mit DEiPC behandeltem Wasser auf 18 Jul 
aufgefifflt Nach Zugabe der T7-RNA-Polymerase wurde der Ansatz 2 h bei 37 °C 
inkubiert. Nach der Synthese wurde die DNA-Matrize durch DNase abgebaut. Die 

15 Reaktion wurde durch 2 pi einer 0,2 M EDTA-Ldsung gestoppL 

Reinigung der RNA-Sonde 

Es ist stets notwendig, die nicht eingebauten Nukleotide aus der Losung der 
synthetisierten RNA-Sondra zu entfemen, da diese zu unspezifischen Signalen 

20 fuhren. Hierzu wurden 24 |il des Probenansatzes mit 2,5 jil 4 M L1C1 und 75 ]Ld 
eiskaltem EtOH (100 % (v/v)) gemischt und die RNA durch Inkubation bei -70°C 
ftir 30" prMzipitiert^ Durch Zehtrifugation bei 4 °C und 12000 g wurde die RNA 
pelletiert, wahrend die Nukleotide im Uberstand verblieben. Nach Waschen des 
Pellets in 50 |il 75 % (v/v) EtOH nachfolgender Zentrifugation (12000g) und 

25 anschlieBendem Trocknen, wurde die RNA in 20 |xl DEPC-behandeltem Wasser 
resolubilisiert. Die Lagerung der mRNA-Sonde erfolgte bei -70 °C 



30 
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Ouantifizierung der RNA-Sonde 

Durch Vergleich einer RNA-Verdiinnungsreihe bekannter Konzentration mit einer 
Verdtinnungsreihe der synthetisierten Sonde wurde die Konzentration der Sonde 
bestimmt. Dazu wurde durch VerdUnnung einer mitgelieferten Kontroll-RNA eine 
5 Eichreihe hergestellt. Je 1 jil der verdiinnten Losungen wurden auf eine 
Nylonmembran gedottet Die synthetisierte Sonde wurde in gleicher Weise 
verdunnt und ebenfalls auf die Membran gedottet- Durch Backen der Membran 
wurden die Nukleinsauren immobilisiert Danach wurde die Membran kurz in 
Waschpuffer (100 mM MaleinsSure, 150 mM NaCl, 0,3 % (v/v) Tween 20, pH 

10 7,5) gewaschen und anschlieBend 30 min. bei RT in 1 % Blocking-Losung 
(Boehringer-Mannheim) in Maleinsaure-Puffer (100 mM Maleinsaure, 150 mM 
NaCl, pH 7,5) inkubiert. Nach Blockienmg freier Bindungsstellen da- Membran 
wurde diese 30 min. in der anti-Dig-Fab- AP-Konjugat-L6sung inkubiert. Das 
anti-Dig-Fab-AP-Konjugat (Boehringer-Mannheim) wurde in 1 % Blocking- 

15 Losung 5000-fach verdiinnt 

Das anti-Di g-Fab- AP-Konj ugat bindet spezifisch an die digoxygenierten 
Nukleotide. Die Membran wurde anschlieBend zweimal 15 min. mit Waschpuffer 
gewaschen und dann 2 min. in alkalischen Detektionspuffer (100 mM Tris-Hcl, 

20 100 mM NaCl, pH 9,5) gegeben, wodurch das Enzym aktiviert wurde. Die 
Membran wurde daraufhin in ein Farbstoffsubstrat-Gemisch iiberfuhrt Dieses 
Gemisch bestand aus 45 |il NBT- und 35 jil BCIP-L6sung, die in 10 ml 
Detektionspuffer aufgenommen worden waren. Die Farbreaktion fand im Dunkeln 
fur 30 min. bis max. 16 h statt und wurde durch Spiilen der Membran in TE- 

25 Puffer gestoppt. Durch Vergleich der Farbintensitat der einzelnen Punkte wurde 
die konzentration der Sonden bestimmt 

Die Sonden wurden mit DEPC-Wasser auf eine Konzentration von 10 ng/jil 
verdunnt und als 10 |il Aliquots bei -70°C aufbewahrt. 

30 Reinheitskontrolle der Sonde 
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Zur Kontrolle des Transkripts wurden nach der Quantifizierung je Ansatz 75 ng 
der RNA-Sonde auf einem denaturierenden 2 %-igem Agarosegel aufgetrennt. 
Die aufgetrennten Transkripte wurden anschlieBend auf eine Nylonmembran 
transferiert Nach Backen der Membran wurde wie bei der Quantifizierung der 
5 synthetisierten Sonde verfahren. Der Umsatz des Substratgemisches zeigt an, ob 
die Sonde richtig quantifiziert und ob das richtige Transkript synthetisiert wurde, 

1 1 .2 In situHybridisierung 

10 Gefrierschritte von Hautbiopsien 

Hautbiopsien wurden nach der Entnahme in Einbettmedium (Eukitt) eingebettet 
und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Mit Hilfe eines Geftiermikrotoms wurden 
7 jam dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf Polylysin-beschichtete 
Objekttrager tibertragen. 

15 

Hxierung der Gefrierschnitte 

Die Objekttrager wurden auf RT erwarmt und die Gewebeschnitte mit einem Fon 
(Kaltluftstufe) getrocknet. Hxierung erfolgte durch 4 % (w/v) Parafoxmaldehyd 
(PFA)fur4hbei4°C. 

20 

Hvbridisierung 

Die Objekttrager wurden in einer Riesenkiivette fur 5 min. in DEPC-lx PBS mit 
0,02 % (v/v) Triton X-100 bei RT geschtittelt. Durch das Detergenz wurden die 
Zellmembranen permeabilisiert. Das Waschen mit DEPC-lx PBS fur 10 min. 
25 entfernte das Detergenz. Die Vorhybridisierung erfolgte mit Dig-Easy Hyb 
(Boehringer) bei 46 °C in einem Hybridisierungsofen fur mind. lh. AnschlieBend 
wurde PrahybridisierungslOsung gegen 100 {il Hybridisierungsl(5sung mit der 
denaturierten RNA-Sonde (300 pg/jLtl) ausgetauscht 
Die Hybridisierung erfolgte tiber Nach bei 46 °C. 

30 
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Waschschritte 

Nach erfblgter Hybridisierungsreaktion folgten mehrere Waschschritte, in denen 
ungebundene und unspezifisch gebundene Sonden entfemt wurden. Alle 
Waschschritte fanden unter sanftem SchUtteln in einer Riesenkiivette statt. 

5 



10 



-lx PBS mit 0,02 % (v/v) Triton X-100 


RT 


5 min. 


-2x SSC 


RT 


10 min. 


-lx SSC mit 0,1 % (w/v) SDS 


50 °C 


2x10 min. 


-0,5x SSC mit 0,1 % (w/v) SDS 


RT 


10 min. 


-0,2x SSC 


RT 


10 min. 


-0,lx SSC 


RT 


10 min. 


-lx PBS 


RT 


5 min. 


-Puffer 1 


RT 


5 min. 



(lOOmM Tris-HCl, 159 mM NaCl, pH 7,5) 

15 

Detektion der Hvbride 

Um unspezifische Bindungen des anti-Dig-Fab-AG-Konjugats zu verhindem, 
wurden die Schnitte mit 100 jil Abdeckpuffer (Puffer 1, 0,2 % (w/v) BSA, 0,3 % 
(v/v) Triton X-100) bei RT 30 min. inkubiert. Die folgende Inkubation mit 100 \A 

20 Anti-Dig-Fab-AG-Konjugatl6sung fand 2 h bei RT statt. Der Anti-Dig- 
Antikorper, der mit einer alkalischen Phosphatase konjungiert ist, (Boehringer 
Mannheim) wurde in Dilutionspuffer (Puffer 1, 0,01 % (w/v) BSA, 0,02 % (v/v) 
Triton X-100) lOOOfach verdiinnt. Durch zweimaliges Waschen in Puffer 1 fur je 
10 min. wurde ungebundenes Anti-Dig-Fab-AG-Konjugat entfemt Mit Puffer 3 

25 (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl 2 , pH 9,5), der fur 5 min. bei RT 
einwirkte, wurde ein alkalisches Milieu erzeugt, in dem die alkalische 
Phosphatase aktiviert wird. Die Farbreaktion wurde durch Gabe von 100 nl 
Farbstoffidsung je Kammer initiiert. Die Farbstoffidsung bestand aus 22,5 jil NBT 
und 17,5 nl CIP in 5 ml Puffer 3. Die Reaktion wurde im Dunkeln durchgefuhrt, 

30 mikroskopisch kontrolliert und dauerte zwischen 30 min. und 16 h. Nach 
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entsprechender FSrbung wurde die Reaktion durch IE-Puffer gestoppt Die 
PrSparate wurden eingebettet und die in situHybridisierung fotografisch 
dokumentiert 

5 Subklonienxag der Hurpin kodierenden Sequenz 

Mit Hilfe der PCR unter Verwendung spezifischer Primer, die benachbart zur 
codierenden Sequenz flir Hurpin liegen, wurde ein 1192 bp langes Fragment aus 
demKlon 1.1 generiert. 

Um die Fehlerrate in den generienen PCR-Produkten mOglichst gering zu halten, 
10 wurde fur die Amplifizierung das Expand High Fidelity PCR System von 
Boehringer Mannheim eingesetzt 

Jeweils 0,4 ng Plasmid wurden mit 2,6 U Enzym, in einem nach 
Herstellerangaben zusammengesetzten 100 pi PCR-Ansatz mit 2,0 mM MgOb 
und je 30 pmol Primer HPPE1 und HPPE2 amplifiziert 

15 

Verwendete Primer. 

HPPE1 (50 CAGAATTCATGGATTCACTTGGCGCCGTCAGC 

HPPE2 (30 ACGAATTCTTAAGGAGAAGAAAATCTGCCG AAGAAGAG 
20 GATGCT 

Die Hurpin-spezifische Sequenz der Primer wurde am 5'-Ende durch eine 
Restriktionsschnittstelle fiir EcoRl sowie um 2 irrelevante Nukleotide („clamp") 
verlangert 

25 

PCR-Bedingungen: 
l.Zyklus 

5 min. Denaturierung bei 95 °C 
1 min. Primer-Bindung bei 68 °C 
30 2 min. Polymerisation bei 72 °C 
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2.-30. Zyklus 

55 sec. Denaturierung bei 95 °C 
1 min. Primer-Bindung bei 68 °C 
5 2 min. Polymerisation bei 72 °C mit Zeit-Inkrement von 2 sec/Zyklus 

AbschlieBend 5 min. Inkubation bei 72 °C. 

Das amplifizierte Fragment wurde iiber ein Agarosegel gereinigt und iiber TA- 
10 Klonierung in einen geeigneten pGEM-Vektor (Promega) kloniert. 

Durch Sequenzanalyse wurde die Fehlerfreiheit der Hurpin-Sequenz und die 
Orientierung des cDNA-Fragmentes beziiglich des T7-Promotors des Vektors 
iiberpriift 

Ein rekombinanter pGEM-Vektor, der das 5'-Ende der Huipin-codierenden 
15 Sequenz benachbart zum T7-Promotor des Vektors enthielt, wurde fur die 
gekoppelte in vitro Transkription/Translation ausgewShlt. 

Gekoppelte in vitro Transkription/Translation 

Fur die gekoppelte in vitro Transkription/Translation wurde ein Retikulozyten- 
20 Lysat-System und eine T7 RNA Polymerase der Firma Promega eingesetzt. Nach 
Herstellerangaben wurden in einem 50 jj! Ansatz 1-2 |ig Plasmid-DANN als 
Matrize eingesetzt. Die Maikierung des in vitrotranslatierten Proteins erfolgte 
durch den Einbau von [ 35 S]-Methionin. Zur Expression des Huipin codierenden 
cDNA-Inserts wurde der Ansatz ftir 90 min. bei 30 °C inkubiert. 
25 Die Lagerung des so hergestellten [ 35 S]-Hurpins erfolgte bei -80°C. 

Hurpin -Proteinase Interaktionen 

Gereinigte humane neutrophilen Elastase (HNE), Cathepsine (cat) BJD,G,L. 
Chymotrypsin (CT), Trypsin, Plasmin, Proteinase 3 (PR3) wurden uber Athens 
30 Research & Technology, Inc. (Athens, GA) bezogen. Humanes Thrombin wurde 
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von Sigma bezogen. PBS Reaktionspuffer (0,01 M phosphate buffer, 27 mM KC1, 
137 mM NaCl, pH 7,4) wurde fur catG, Plasmin, Thrombin und HNE verwendet. 
Cathepsin-Reaktionspuffer (50 mM sodium acetate, pH 5,5, 4 mM Dithiothreitol, 
1 mM EDTA) wurde fur catL, catB und catD eingesetzt. CT und Trypsin wurden 
5 in 0,2 M Tris-HCl, pH 7,8, 20 mM CaCl 2 und PR3 in 200 mM NaCl, 50 mM Tris- 
HC1, pH 6,7 eingesetzt. 

100 |il der in vitro Translationsreaktion wurden mit Tris-HQ (50 mM, pH 7,4) auf 
ein Volumen von 500 jil gebracht. Das in vitrotranslatierte [ 35 S]-Hurpin wurde 
anschlieBend durch aufeinanderfolgende Ultrafiltration uber Microcon 100 und 

10 Microcon 30 Einheiten von Amicon (Millipore, Eschborn, Germany) 
gr66enfraktioniert. Das [ 35 S]-Hurpin enthaltende Retentat wurde mit Tris-HCl (50 
mM, pH 7,4) auf ein Volumen von 148 jil aufgefullt Die Quantifizierung des in 
vitrotranlatieren [ 35 S]-Huipin iiber die Menge des eingebauten [ 35 S]-Methionins 
ergab eine Hurpinkonzentration von 47,75 ng/|il. 191 ng dieses [ 35 S]-Hurpin 

15 (Endkonzentration 0,542 |iM) wurden in dem geeigneten (s.o.) Puffer mit 
verschiedenen Proteasen (Endkonzentration 0,025 jiM und 0,5 |iM) fiir 15 min. 
bei 25 °C und 15 min. bei 37 °C in einem Gesamtvolumen von 8 jil inkubiert. 

SDS-PAGE Analyse 

20 Proteine wurden mit 2x Ladepuffer (125 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20 % Glycerol, 4 
% SDS, 5 % p-Mercaptoethanol, 0,01 % Bromphenol-Blau) versetzt und auf 100 
°C fur 4 min. erhitzt. Die Gr68enfraktioniening wurde in einem 10 % ProSieve 50 
Gel (FMC, USA, ME) entsprechend den Herstellerangaben unter Verwendung 
eines Tris/Tricine Elektroden Puffersystems durchgefiihrt. Das [ 35 S]-Huipin 

25 wurde durch Autoradiographic mit Hyperfilm (Amersham, Braunschweig, 
Germany) nachgewiesen. 

Die Erfindung wird durch nachfolgende Beispiele und Abbildungen im Detail 
eriautert: 
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Beispiele 
Beispiel 1 

5 1 . Differential Display (DD-PCR) Analysen 

HaCaT-Zellen wurden mit einer subletalen UVB-Dosis (100 J/m 2 ) bestrahlt und 
0.5, lh, 2h, 4h, 6h, 8h und 24 h spater geemtet Fur die DD-PCR Analysen wurde 
die RNA aus Zellen 8 h und 24 h nach UVB-Bestrahlung und aus unbestrahlten 
Zellen zu Beginn des Experiments sowie nach 24 h in Kultur verwendet Die 

10 parallele Analyse dieser 4 Zellpopulationen macht es moglich, Banden 
auszuschlieBen, die zufailig zwischen den verschiedenen Spuren des Displays 
variieren und reduziert somit die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Banden fur 
die folgenden Analysen auszuwShlen. Weiterhin kann durch diese parallele 
Analyse das Potential der DD-PCR zur Erfassung von quantitativen 

15 Unterschieden als zusatzliches Kriterium bei der Identifizierung von UVB- 
abhangig regulierten Sequenzen eingesetzt werden. 

In Abb. 1 ist ein Teil einer solchen differential display" (DD Analyse dargestellt. 
Unabhangige DD-PCR-Analysen zeigten, daB mit dem erarbeiteten Protokoll fur 
eine bestimmte Primer-Kombination ein bestimmtes Bandenmuster 

20 reproduzierbar hergestellt werden konnte. Das komplexe Bandenmuster zeigt, daB 
die UVB-Bestrahlung sowohl zu einer Induktion als auch einer Repression 
verschiedener Gene innerhalb von 24 h nach Bestrahlung fuhrt 
FUr hurpin konnte bei dieser Analyse eine differentiell nach UVB-Bestrahlung 
regulierte cDNA-Bande von 412 bp dargestellt werden. Da die UVB-Bestrahlung 

25 einen reprimierenden Effekt auf die Transkriptmenge des korrespondierenden 
Gens hatte, wurde als Bezeichnung fur diese cDNA HUR 7, ftir HaCaT UV 
reprssed, gewShlt. 

30 
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Beispiel 2 

2. Isolation von hurpin cDNA-Klonen voller Lange 

Mit Hilfe der HUR 7 cDNA wurden im folgenden hurpin cDNA-Klone voller 
LSnge aus einer HaCaT cDNA-Bank isoliert. Nach Hybridisieren der radioaktiv 
5 markierten HUR 7 cDNA gegen 10 5 X-cDNA-Klone zeigten 67 Klone ein 
positives Signal. Von diesen wurden 20 fiir eine zweite Hybridisierung 
ausgewahlt. Von den 15 positiven Klonen aus diesem zweiten Screening wurden 
12 fiir die in vivo Excision des Insert tragenden pBlueScript SK Phagemid aus 
dem Phagengenom ausgewahlt. Eine Restriktionsanalyse der erhaltenen 
10 Phagemide zeigte, daB 3 Klone nicht mit HUR 7 und den iibrigen Phagemiden 
korrespondierten. Die 9 verbleibenden Klone konnten aufgrund ihrer GroBe und 
ihres Restriktionsmusters in 3 Gruppen eingeteilt werden. 

Beispiel 3 

15 3. Sequenzanalyse der hurpin cDNA-Klone 

Jeweils ein reprasentativer Klon der 3 Phagemidgruppen wurde vollstSndig 
sequenziert Eine Zusammenfassung der Eigenschaften dieser Klone ist in Abb. 2 
dargestellt. Der Klon 1.1 mit einem 3130 bp groBem cDNA-Insert reprSsentiert 
das 3.4 kb Transkript, wahrend Klon 12.2 mit einem 2637 bp groBem cDNA- 

20 Insert das kleinere 3.0 kb Transkript reprSsentiert. Der Klone 16.1 korrespondiert 
ebenfalls mit dem 3.0 kb Transkript, enthalt aber eine 188 bp groBe Insertion, die 
in den tibrigen Klonen fehlt. Da diese Insertion den offenen Leserahmen 
unterbricht, handelt es sich nicht um eine altemativ gespleiBte RNA-Variante. 
Obwohl keine perfekte Splice-Konsensus-Sequenz gefunden werden konnte, 

25 reprSsentien die Insertion damit vermutlich ein ungespleiBtes Iitron. 

Die vergleichende Analyse der Sequenz der verschiedenen Klone zeigte, daB die 
in Northern-Blot beobachteten distinkten zwei Transkripte auf die Verwendung 
von unterschiedlichen Polyadenylierungssignalen zuriickzuftihren ist. 
Das 3.0 kb groBe Transkript wird durch die Verwendung eines 

30 Konsenssuspolyadenylierungssignals AAUAAA 13 nt oberhalb des poly(A)- 
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Schwanzes generiert. In der 3'untranslatierten Region (3UTR) des 3.4 kb 
Transkriptes finden sich zwei funktionelle Varianten des Konsensussignals mit 
der Sequenz AAUAAU und AAUAUA, die sich 56 nt bzw. 22 nt oberhalb des 
poly(A)-Schwanzes befinden. 

5 

Alle cDNA-Klone enthalten einen einzelnen offenen Leserahmen (ORF) mit einer 
Lange von 1178 bp beginnend von Position 103 der Sequenz des Klons 1.1 mit 
einem ATG in einer Kozak Konsensussequenz. Klon 1.1 enthait mit 102 bp den 
langsten 5' untranslatierten Bereich (5TJTR). 

10 Das putative Protein besteht aus 391 Aminosauren und hat eine berechnete 
molekulare Masse von etwa 44 kDa und einen pi von 5.47. 
Datenbanksuche gegen die EMBL-Sequenz-Datenbank zeigte, daB das durch die 
cDNA-Klone kodierte Protein neu ist, aber deutliche Homologien zu Mitgliedern 
des Ovalbumin-Zweiges der Serpin-Superfamilie von Proteaseinhibitoren hat 

15 (Tabelle 1). Die grdBte Obereinstimmung in der Aminosauresequenz fand sich 
zwischen hurpin und den squamous cell carcinoma antigen" (SCCA) 1 (59,1 %), 
SCCA 2 (58,5 %) und bomapin/PHO (43,5 %). Eine Analyse der 
Aminosauresequenz ergab, daB hurpin ein typisches Serpin darstellt, bei dem 46 
der fur Serpine als characteristisch beschriebenen 51 Aminosauren (5) konserviert 

20 sind (Abb. 3). 

Zusatzlich zu den Obereinstimmungen auf Aminosaureebene besitzt hurpin alle 
strukturellen Merkmale, die die Ovalbumin-Serpine von den iibrigen Mitgliedern 
der Serpin-Superfamilie trennen: 

• hurpin besitzt keine N-terminale Verlangerung und der ORF beginnt mit der 
25 Aminosaure 23 von a- 1 -Antitrypsin (a- 1 -PI) 

• hurpin besitzt keine c-terminale Verlangerung und endet mit Pro 391 , 
korrespondierend zu Pro 391 in cc-l-PI. 

• die vorletzte Aminosaure ist Ser und nicht Asp, wie bei den iibrigen 
Mitgliedern der Superfamilie 
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• hurpin besitzt eine variable AminosSure anstelle von Valin in Position 388 
bezttglichoc-l-PI 

• huipin besitzt kein typisches N-terminales hydrophobes Signalpeptid. 

5 Durch Vergleich mit anderen Ovalbumin-Seipinen konnten die SpezifitSt 
bestimmenden Positionen Pi-Pi. des potentiellen reaktiven Zentrums als Thr 356 - 
Ser 357 identifizieTt werden. Die gro8e Identitat der „hinge"-Region von hurpin mit 
der postulierten Konsensussequenz der inhibitorischen Serpine (18,19), laBt eine 
Protease inhibierende Aktivitat fiir hurpin vermuten (Abb. 3). 

10 

Beispiel 4 

4. Northem-Blot Analysen 

Bei Verwendung der cDNA-Inserts der voile LSnge cDNA-Klone fur HUR 7 als 
radioaktive Sonde im Northern-Blot mit HaCaT-Zellen Gesamt-RNA konnte das 

15 gleiche Hybridisierungsmuster wie mit dem urspriinglichen differential display" 
Klon (HUR 7) generiert werden. Die detektierten zwei Transkripte von ca. 3.0 urid 
3.4 kb zeigten die gleiche Abnahme der steady-state mRNA-Menge nach UVB- 
Bestrahlung mit 100 J/m 2 wie nach Hybridisierung mit dem urspriinglichen HUR 
7 Fragment. Ebenso wie mit dem urspriinglichen HUR 7 cDNA-Klon konnte auch 

20 mit den cDNA-Klonen voller Lange in anderen humanen Geweben (MTN- 
Northem-Blots: Herz, Him, Plazenta, Lunge, Leber, Sklettmuskel, Pankreas) kein 
Signal detektiert werden. 

Beispiel 5 

25 5. RT-PCR Analyse 

Bei RT-PCR Analysen mit spezifischen Primern fur huipin konnte eine 
Expression nicht nur in HaCaT-Zellen, sondem auch in kultivierten primSren 
Keratinozyten und in Biopsiematerial aus gesxmder Haut nachgewiesen werden. 
Kultivierte menschliche retinale Pigmentepithelzellen sowie Ms-Epithelzellen 

30 zeigten dagegen keine hurpin Expression. Die geringere Expression von hurpin in 
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normaler Haut im Vergleich mit der Expression in HaCaT-Zellen oder kultivierten 
primaren Kerationzyten lie8 eine Assoziation von hurpin mit dem 
Proliferationszustand von Keratinozyten vermuten. Ein charakteristisches 
Merkmal der psoriatischen Haut ist die Hyperproliferation der Keratinozyten. Um 
5 die Assoziation von hurpin mit der Proliferation von Keratinozyten zu iiberpriifen, 
wurde die Expression von hurpin in befallener und unbefallener Haut von 2 
psoriatischen Patienten mittels RT-PCR untersucht. Die befallene haut zeigte 
dabei eine bis zu 10-14 fach starkere Expression von hurpin im Vergleich mit der 
unbefallenen Haut desselben Patienten. 

10 

Zur Untersuchung der moglichen Interaktion des neuen Inhibitors mit bekannten 
Proteasen, wurde das Hurpin-Protein durch eine gekoppelte in vitro 
Transkription/Translation hergestellt. Das mit [ 35 S]-markierte Protein wurde dann 
mit verschiedenen Serin- und Cystein-Proteasen und einer Aspartase inkubiert 

15 

Beispiel 6 

1. In situHybridisienmg 

Die in situHybridisierung von Gefrierschnitten psoriatischer und normaler Haut 
bestatigte die bereits in den RT-PCR Analysen gemachten Beobachtung einer 
20 deutlichen Oberexpression von Hurpin in psoriatischer Haut im Vergleich zur 
Expression in normaler Haut (Abb. 10). 

Uber diese Bestatigung der Psoriasis-assoziierten Expression hinaus, konnte durch 
die in situHybridisierung zudem die Verteilung der Hurpin exprimierenden Zellen 
in der mehrschichtigen Epidermis demonstriert werden. Mit Ausnahme weniger 
25 Zellschichten direkt unterhalb der Hornschicht, zeigen alle Schichten der 
psoriatischen Epidermis Keratinozyten mit einer starken Hurpin-Expression. In 
der normalen Haut ist die Expression von Hurpin nicht nur generell schwScher, 
sondem beschrankt sich nahezu ausscMieBlich auf die basalen und subprabasalen 
K^atinozyten. 
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Da sich die psoriatische Epidermis durch eine erhohte mitotische Aktivitat 
auszeichnet, wahrend in der normalen Haut die Proliferation auf die basalen 
Zellschichten beschrSnkt ist, untersffitzt die gefundene Verteilung der Hurpin- 
Expression die Vermutung einer Prliferations-assoziierten Funktion von Hurpin. 

5 Die normale Differenzierung der Keratinozyten von der Basalschicht bis zum 
Stratum Corneum wird auch als spezielle Form der Apoptose diskutiert. Das 
klinische Bild der Psoriasis kann demnach neben einer gesteigerten Proliferation 
der Keratinozyten auch durch eine Blockierung der Differenzierungs-assoziierten 
Apoptose erklart werden. Die Verteilung der Hurpin-Expression ist daher 

10 ebenfalls mit einer anti-apoptotischen Funktion dieses neuen Inhibitors in 
Einklang zu bringen. 

Beispiel 7 

Analyse der Interaktion des in vitrotranslatierten Hurpin-Proteins 
15 Die Aminosauresequenz des reaktiven Zentrums von Hurpin laBt eine 
inhibitorische KapazitMt dieses neuen Inhibitors vermuten. Die AminosSuren in 
der die Spezifitat maBgeblich bestimmenden Pl-PlTosition Thr-SCT finden sich 
jedoch in keinem anderen bekannten inhibitorischen Serpin. Damit laBt sich fur 
Hurpin keine potentielle Zielprotease von der Spezifitat bekannter Inhibitoren 
20 ableiten. 

Charakteristisch fur die Inhibition von Proteasen durch Serpine ist die FormiOTing 
eines SDS-stabilen Komplexes aus der Protease und dem im reaktiven Zentrum 
geschnittenen Serpin. Neben diesem Inhibitionsmechanismus kann die Interaktion 
eines Serpins mit einer Zielprotease auch tiber einen reinen Substratmechanismus 
25 ablaufen. Hierbei bildet sich ebenfalls ein Komplex aus Protease und Serpin. Eine 
Inhibition findet jedoch nicht statt, da dieser Komplex sehr schnell in die freie 
Protease und das im reaktiven Zentrum geschnittene imd damit inaktive Serpin 
zerfallt. 

Um die Reaktion von Hurpin mit bekannten Proteasen zu untersuchen, wurde das 
30 in vitrotranslatierte und damit [ 35 S]-markierte Hurpin mit verschiedenen Serin- 
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(Trypsin, CT, HNE, Plasmin, PR3, catG, Thrombin) und Cystein-Proteasen (catB, 
catL) sowie einer Aspartase (catD) jeweils in einem Inhibitor/Proteaseverhaltnis 
von 21.6:1, 4.32:1, 1.08:1 inkubiert. Die Analyse erfolgte dann durch eine SDS- 
Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) mit anschlieBender Autoradiographie 
5 zur Detektion des radioaktiv markierten Inhibitors. 

Die Auswertung der Autoradiographie zeigte fiir das Haupttranslationsprodukt die 
erwartete GrSBe von ca. 44 kDa. Nach Ihkubation mit den verschiedenen 
Proteasen konnte in keinem Fall ein Serpin-typischer Komplex aus Protease und 
diesem 44 kDa Hurpin-Protein nachgewiesen werden (Abb. 11). 

10 Wahrend Hurpin unter den verwendeten Reaktionsbedingungen keine mteraktion 
mit catD, catG und Thrombin (mit und ohne Heparin) zeigte, wurde der Inhibitor 
unterschiedlich stark durch die ubrigen Proteasen abgebaut. Inkubation mit PR3 
fiihrte zu einer sehr schneUen und vollstandigen Degradation des Hurpin-Proteins 
zu nicht mehr darstellbaren niedermolekularen Fragmenten (Abb. 11, Spuren 12- 

15 14). Plasmin und Trypsin zeigten eine konzentrationsabhangige Degradation mit 
einem hochmolekularen Zwsichenprodukt (Abb. 11, Spuren 3-5 und 18-20). 
Inkubation mit CT, HNE, catB und catL fuhrten zu einem freien, gespaltenen 
Inhibitor (Abb. 11, Spuren 7, 10,27,30). Wahrend steigende Konzentrationen von 
CT und HNE zu einer weiteren Degradation dieses Polypeptidfragmentes fuhrten 

20 (Abb. 11, Spuren 6-11), zeigte es sich resistent gegen weitere Proteolyse durch 
catB und catL (Abb. 11, Spuren 26-31). 

Die limitierte Degradation von Hurpin durch die Cysteinproteasen catB und catL 
ist vergleichbar mit der Modifikation des viral codierten Serpins ..cytokine 
response modifiers A" (crmA) bei der klassenubergreifenden Inhibition von 
25 apoptotisch relevanten Caspasen. Diese Analogie laBt fur Hurpin eine mogliche 
mhibition von Cystein-Proteasen vermuten. 
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Die Figuren zeigen: 

Abb. 1 zeigt das Autoradiogramm der Differential Display Analyse zur 
Identifizierung des ersten partiellen hurpin cDNA Klons (HUR 7) als 
UV-reprimierte Sequenz. Die entsprechende Bande ist durch einen 
5 Pfeil gekennzeichnet. 

Abb. 2 zeigt die schematische Darstellung der Organisation der hurpin 
cDNA-Klone voller Lange entsprechend der zugrundeliegenden 
Sequenzanalyse. 

Abb. 3 stellt die Ergebnisse des Homologievergleiches der 
10 Aminosauresequenz von hurpiin mit verschiedenen bekannten 

Mitglieder des Ovalbumin-Zwei ges der Familie der Serpine 
zusammen. 

Abb. 4 zeigt den Homologievergleich der Aminosauresequenz von hurpin 
und dem „squamous cell carcinoma antigen" (SCCA) 1 und SCCA 2. 

15 Identische Aminosauren an gleicher Position sind entsprechend 

hervorgehoben. Die Position der in Serpinen konservierten 
Aminosauren sind durch Balken oberhalb der Aminosauren markiert 
Schwarze Balken zeigen dabei in hurpin konservierte Aminosauren 
an, wahrend ungefullte Balken eine Abweichung von der 

20 konservierten Aminosaure markieren. Schraffierte Balken zeigen 

Aminosauren, die typischerweise bei Ovalbumin-Serpinen von der 
konservierten Aminosaure abweichen. Die bei inhibitorischen 
Serpinen konservierten Aminosauren des reaktiven Zentrums in 
Position Pn-Ps sind umrahmt und die Kosensussequenz filr 

25 inhibitorische Serpine ist durch eine gestrichelte linie unterhalb der 

hurpin-Sequenz markiert Die Aminosauren des reaktiven Zentrums in 
P-P-Position sind ebenfalls markiert. 
Abb. 5 zeigt das Autoradiogramm einer Hybridisierung des radioaktiv 
maikierten cDNA-Inserts des hurpin Klones 1.1 gegen Gesamt-RNA 

30 aus bestrahlten und unbestrahlten HaCaT-Zellen. 
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Abb. 6 RT-PCR Analyse zum Nachweis hurpin spezifischer Transkripte in 
humanen, kultivierten retinalen Pigmentepithelzellen (RPE), Ms- 
Epithelzellen (IPE), normaler Haut, primMren, kultivierten 
Keratinozyten (NHK), der epidermalen Zellinie HaCaT, sowie 
5 befallener (a) und unbefallener (u) Haut von drei Patienten mit 

Psoriasis. 

Abb. 7-9 Restriktionskarten der Plasmidvektoren. Bei den Plasmidvektoren 
handelt es sich um pBlueScript SK in die iiber Eco RI und Xho I die 
hurpin/PI13 cDNAs voller LSnge kloniert sind. 
10 Abb. 10 zeigt mikroskopische Aufhahmen der Gefrierschnitte von psoriatischer 
und normaler Haut nach in situHybridisierung mit einer Huipin- 
spezifischen, Digoxiginin-maikierten anti-sense RNA-Sonde. 
Abb. 1 1 zeigt die Untersuchung der Ihteraktion des in vitro translierten, [ 35 S]- 
markierten Huipin-Proteins mit verschiedenen Proteasen. 
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Patentanspriiche: 



1. 

5 

2. 

10 

3. 

15 4. 
5. 

20 

6. 

25 

7. 



Fiir einen Serin Protease Inhibitor codierende Nukleinsaure enthaltend ein 
Gen gemaB der Sequenz ID1 Oder ein Allel, Homolog oder ein Derivat 
dieses Gens. 

Fiir einen Serin Protease Inhibitor codierende Nukleinsaure enthaltend ein 
Gen gemaB der Sequenz ID2 oder ein Allel, Homolog oder ein Derivat 
dieses Gens. 

Fiir einen Serin Protease Inhibitor codierende Nukleinsaure enthaltend ein 
Gen gemaB der Sequenz ID3 oder Allel, Homolog oder ein Derivat dieses 
Gens. 

Fiir einen Serin Protease Inhibitor codierende Nukleinsaure enthaltend ein 
Gen gemaB der Sequenz ID4 oder Allel, Homolog oder ein Derivat dieses 
Gens. 

Serin Protease Inhibitor, welcher durch eine Nukleinsaure nach einem der 
Anspriiche 1 bis 4 codiert wird. 

Transgenes, nicht-menschliches Saugetier, dessen Zellen einen durch eine 
Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 4 codierten Serin Protease 
Inhibitor exprimieren. 

Transgenes, nicht-menschliches Saugetier nach Anspruch 5, wobei die 
Expression in epideimalen Keratinozyten erfolgt. 
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8. Transgenes, nicht-menschliches Saugetier, wobei das Saugetier fremde DNS 
mit einer Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 4 enthalt. 

Transgenes, nicht-menschliches Saugetier nach Anspruch 8, wobei die 
fremde DNS einen Promoter fllr ein fur epidermale Keratinozyten 
spezifisches Protein enthalt und wobei dieser Promoter mit der MaBgabe 
angeordnet ist, dafi durch den Promoter die Transkription der DNS nach 
einem der Anspriiche 1 bis 4 kontrolliert wird. 

10 10. Transgenes, nicht-menschliches Saugetier nach einem der Anspriiche 6 bis 
9, welches ein Saugetier aus der Gruppe der Rodenten ist. 

1L Transgenes, nicht-menschliches Saugetier, welches erhaltlich ist durch die 
folgenden Verfahrensschritte: 
15 a) Einbau der cDNS-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 bis 4 in einen 

Expressionsvektor, 

b) Einbringung des in Stufe a) erhaltenen Transgenvektors, vorzugsweise 

nach Linearisierung, in Pronuclei von befruchteten Oozyten aus einem 

nicht-menschlichen Saugetier 
20 c) Implantation der in Stufe b) erhaltenen Oozyten in Ammentiere gleicher 

Spezies wie die Spenderspezies der Oozyten und Austragung von 

Nachkommentieren aus den Oozyten, 
d) Genotypisierung und Selektion der in Stufe c) erhaltenen 

Nachkommentiere mit der MaBgabe, daB Zellen der selektierten 
25 Saugetiere einen durch eine Nukleinsauresequenz nach einem der 

Anspriiche 1 bis 4 codierten Serin Protease Inhibitor exprimieren. 

12. Transgenes, nicht-menschliches Saugetier, wobei der in Stufe a) verwendete 
Expressionsvektor einen Promoter fiir ein Protein enthalt, welches fur 
30 epidermale Keratinozyten spezifisch ist. 
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10 



13. Zellgewebe, insbesondere epidermale Keratinozyten, aus einem SSugetier, 
nach einem der Anspriiche 5 bis 12. 

1 4. Rekombinanter DNS Expressionsvektor enthaltend 

a) eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1 bis 4 

b) eine Promotor-Domane fair ein fiir epidermale Keratinozyten spezifisches 
Protein mittels welcher die Transkription der in A) definierten DNS- 
Sequenz steuerbar ist. 

15. Verwendung eines rekombinanten Expressionsvektors nach Anspruch 14 
zur Herstellung eines transgenen nicht-menschlichen Saugetiers oder eines 
Zellgewebes aus einem solchen SSugetier, 



15 16. Verwendung eines transgenen nicht-menschlichen Saugetiers nach einem 
der Anspriiche 6 bis 12 oder eines Zellgewebes nach Anspruch 13 zur 
Untersuchung der Modulation der Expression eines Serin Protease 
Inhibitors nach Anspruch 5. 

20 17. Verwendung eines transgenen nicht-menschlichen Saugetiers nach einem 
der Anspriiche 6 bis 12 oder eines Zellgewebes nach Anspruch 16 zur 
Untersuchung der Wirksamkeit von die Expression eines Serin Protease 
Inhibitors nach Anspruch 5 hemmenden Substanzen. 



25 



18. Verwendung eines transgenen nicht-menschlichen Saugetiers nach einem 
der Anspriiche 6 bis 12 oder eines Zellgewebes nach Anspruch 13 zur 
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Untersuchung der Pathogenese von epidennalen Tumoren, Psoriasis und 
UVB -geschadigten Hautzellen. 

19. Antisense Oligonukleotid, welches an eine einzelstrSngige NukleinsSure 
5 nach einem der Anspriiche 1 bis 4 bindet 

20. Antikorper, welcher spezifisch an einen Serin Protease Inhibitor nach 
Anspruch 5 bindet 

10 21. Eine Protease die spezifisch mit einem Serin Protease Inhibitor nach Anspruch 
5 intigriert. 
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Fig. 3 

Aminosaurehomologie zwischen hurpin und bekannten Ovalburnin-Serpinen 
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SEQUENCE LISTING 
<110> Abts Dr., Harry F. 

<120> Tu r einen Serin Protease Inhibitor codierende 
Nukleinsaeure 

<130> 2 

<140> PCT/ EP99/02148 
<141> 1999-03-29 

<160> 5 

<170> Patentln Ver. 2.0 

<210> 1 

<211> 3143 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<220> 
<221> CDS 

<222> (103) . . (1278) 
<400> 1 

ctataaatta aggatcccag ctacttaatt gacttatgct tcctagttcg ttgcccagcc 60 

accaccgtct ctccaaaaac ccgaggtctc gctaaaatca tc atg gat tea ctt X14 

Met Asp Ser Leu 
1 

ggc gee gtc age act cga ctt ggg ttt gat ctt ttc aaa gag ctg aag 162 
Gly Ala Val Ser Thr Arg Leu Gly Phe Asp Leu Phe Lys Glu Leu Lys 
5 10 13 20 

aaa aca aat gat ggc aac ate ttc ttt tec cct gtg ggc ate ttg act 210 
Lys Thr Asn Asp Gly Asn He Phe Phe Ser Pro Val Gly He Leu Thr 
25 30 35 

gca att ggc atg gtc etc ctg ggg ace cga gga gee ace get tec cag 258 
Ala He Gly Met Val Leu Leu Gly Thr Arg Gly Ala Thr Ala Ser Gin 
40 « 50 

ttg gag gag gtg ttt cac tct gaa aaa gag acg aag age tea aga ata 306 
Leu Glu Glu Val Phe His Ser Glu Lys Glu Thr Lys Ser Ser Arg He 
55 60 65 
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aag get gaa gaa aaa gag gtg att gag aac aca gaa gca gta cat caa 354 
Lys Ala Glu Glu Lys Glu Val lie Glu Asn Thr Glu Ala Val His Gin 
70 75 80 

caa ttc caa aag ttt ttg act gaa ata age aaa etc act aat gat tat 402 
Gin Phe Gin Lys Phe Leu Thr Glu lie Ser Lys Leu Thr Asn Asp Tyr 
85 90 95 100 

gaa ctg aac ata acc aac agg ctg ttt gga gaa aaa aca tac etc ttc 450 
Glu Leu Asn lie Thr Asn Arg Leu Phe Gly Glu Lys Thr Tyr Leu Phe 
105 110 115 

ctt caa aaa tac tta gat tat gtt gaa aaa tat tat cat gca tct ctg 498 
Leu Gin Lys Tyr Leu Asp Tyr Val Glu Lys Tyr Tyr His Ala Ser Leu 
120 125 130 

gaa cct gtt gat ttt gta aat gca gec gat gaa agt cga aag aag att 546 
Glu Pro Val Asp Phe Val Asn Ala Ala Asp Glu Ser Arg Lys Lys lie 
135 140 145 

aat tec tgg gtt gaa age aaa aca aat gaa aaa ate aag gac ttg ttc 594 
Asn Ser Trp Val Glu Ser Lys Thr Asn Glu Lys He Lys Asp Leu Phe , 
150 155 160 

cca gat ggc tct att agt age tct acc aag ctg gtg ctg gtg aac atg 642 
Pro Asp Gly Ser He Ser Ser Ser Thr Lys Leu Val Leu Val Asn Met 
165 170 175 180 

gtt tat ttt aaa ggg caa tgg gac agg gag ttt aag aaa gaa aat act 690 
Val Tyr Phe Lys Gly Gin Trp Asp Arg Glu Phe Lys Lys Glu Asn Thr 
185 190 195 

aag gaa gag aaa ttt tgg atg aat aag age aca agt aaa tct gta cag 738 
Lys Glu Glu Lys Phe Trp Met Asn Lys Ser Thr Ser Lys Ser Val Gin 
200 205 210 

atg atg aca cag age cat tec ttt age ttc act ttc ctg gag gac ttg 786 
Met Met Thr Gin Ser His Ser Phe Ser Phe Thr Phe Leu Glu Asp Leu 
215 220 225 

cag gec aaa att eta ggg att cca tat aaa aac aac gac eta age atg 834 
Gin Ala Lys He Leu Gly He Pro Tyr Lys Asn Asn Asp Leu Ser Met 
230 235 240 

ttt gtg ctt ctg ccc aac gac ate gat ggc ctg gag aag ata ata gat 882 
Phe Val Leu Leu Pro Asn Asp He Asp Gly Leu Glu Lys He He Asp 
245 250 255 260 
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aaa ata agt cct gag aaa ttg gta gag tgg act agt cca ggg cat atg 930 
Lys lie ser Pro Glu Lys Leu Val Glu Trp Thr Ser Pro Gly His Met 
265 270 275 

gaa gaa aga aag gtg aat ctg cac ttg ccc egg ttt gag gtg gag gac 978 
Glu Glu Arg Lys Val Asn Leu His Leu Pro Arg Phe Glu Val Glu Asp 
280 285 290 

ggt tac gat eta cag gcg gtc ctg get gec atg ggg a tg ggc gat gec 1026 
Gly Tyr Asp Leu Gin Ala Val Leu Ala Ala Met Gly Met Gly Asp Ala 
295 300 305 ~ 

ttc agt gag cac aaa gec gac tac teg gga atg teg tea ggc tec ggg 1074 
Phe Ser Glu His Lys Ala Asp Tyr Ser Gly Met Ser Ser Gly Ser Gly 
310 315 3 20 

ttg tac gec cag aag ttc ctg cac agt tec ttt gtg gca gta act gag 1122 
Leu Tyr Ala Gin Lys Phe Leu His Ser Ser Phe Val Ala Val Thr Glu 



325 330 335 



340 



gaa ggc ace gag get gca get gec ace ggc ata ggc ttt act gtc aca 1170 
Glu Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala Thr Gly He Gly Phe Thr Val Thr 
345 350 355 

tec gec cca ggt cat gaa aat gtt cac tgc aat cat ccc ttc ctg ttc 1218 
Ser Ala Pro Gly His Glu Asn Val His Cys Asn His Pro Phe Leu Phe 
360 365 370 

ttc ate agg cac aat gaa tec aac age ate etc ttc ttc ggc aga ttt 1266 
Phe He Arg His Asn Glu Ser Asn Ser He Leu Phe Phe Gly Arg Phe 
375 380 385 

tct tct cct taa gatgategtt gecatggcat tgctgctttt agcaaaaaac 1318 
Ser Ser Pro 
390 

aactaccagt gttactcata tgattatgaa aategtccat tcttttaaat gttgtctcac 1378 
ttgeatttec agtcttggec atcaaatcaa tgatttaatg actccaataa tgtgtgtgtt 1438 
tataaccatc ctcgaaagtg aaatgtcctt ttttttgtgc catgegtaag gtgagtcaaa 1498 
ceaaacctca ttgataatet cccctttggt ttcctttgaa agtaaattgg tatcttgtag 1558 
ttttgtgcac acgaaaggag agaaagtttc tccagtaaag agtacgaact agtaattttg 1618 
gggggtctct ctaattctgg tattttgaca tgttataata cgcaagtaaa ataaaacaat 1678 
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agtttzactca gctcatgtta ctattcccca acagatattg tggcaaatca cacataggaa 1738 
agaggatttg ggaatacagt agcaaaacat aaattaaaac tcaaatgccc aggacaaaat 1798 
aaaacaatat accagatgga gaggatgccc gtattttcat cttccattct aacattatcc 1858 
attgttagat gcataagcat tttgatattg tgtaataaat gtggtatttg agaagafcaaa 1918 
tgatgtagtt gatcagtaat cctcctctat caccttttta gactttgtaa ggtaaatatt 1978 
tggactaact tttagaaaag tttccctttt, tttctccatt tacatttttc tggttttttt 2038 
tttttttttt gagtgaggta cgagtattac caaatgatat tttctgaaga tgctttttgg 2098 
aaagctctga atctatacct aatgctctta attattggct tgtttcattt ttttcctcca 2158 
gtttttaaca agatcacata actggcttat ttttaacagc tttgtcaaac tacaatttac 2218 
atgccgtaaa atgtacacac tgtaatttta taattcattg acttttagta aattttctag 2278 
cgttatgcat cgccacaatc cagttttaga atatttccat gaccctaaga agtttcctca 2338 
tgtctattaa tattcccaat cctaggcacc actgagttgt tttctgtctt tataagtttt 2398 
tctttctaca tcttatataa atggaatcat aatacatgfca gtattttgtg tctggcgtct 2458 
tgcacttagc atggtgttct tgaggttcat ctgttgtagt atgtattgat acttaggatt 2518 
tttttattgc cgaatactat. tccattgcat ggaaaagacc tattttattt ctaggttcac 2578 
cagttgaggg acatttggat tgttcccact tcttgggctg ttaggaataa tgttgctctg 2638 
aacatgtaaa taaagatctt tgtgttcaca tatgtttttc attttctgtt ggggagattc 2698 
cctaggctag aaattgctgg gccatatgaa aaatcaatag ttagctttgt aagaaacagt 2758 
caaactgttt tcccaacgtg acattttata ttcccaccag gaatgtttaa aactagtgtc 2818 
ttcaaatcct caccaacatc caggattgtg tctttatgat tatagccatt tttgtaggta 2878 
caaagtggca tctcatggtg gttttaattt gcatttccat aatatctaat taggttgagc 2938 
tttttttatg tgcttattgg ccatttgttt gactttgttt ggtgaaatgt atacaaatca 2998 
tttgctcatt tttaatttgg gttgtctgtc ttgtcttctc attttattga gttaaatgag 3058 
ttcttaataa tctctggctt acaagtcctt aatttatcaa atatatgata cgtggacatt 3118 
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tcctcataaa aaaaaaaaaa aaaaa 

3143 



<210> 2 

<211> 391 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Met Asp Ser Leu Gly Ala Val Ser Thr Arg Leu Gly Phe Asp Leu Phe 
1 5 10 15 

Lys Glu Leu Lys Lys Thr Asn Asp Gly Asn lie Phe Phe Ser Pro Val 
20 25 30 

Gly lie Leu Thr Ala lie Gly Met Val Leu Leu Gly Thr Arg Gly Ala 
35 40 4 5 

Thr Ala Ser Gin Leu Glu Glu Val Phe His Ser Glu Lys Glu Thr Lys 
50 55 60 

ser Ser Arg lie Lys Ala Glu Glu Lys Glu Val He Glu Asn Thr Glu 
65 7 ° 75 80 ' 

Ala Val His Gin Gin Phe Gin Lys Phe Leu Thr Glu He Ser Lys Leu 
85 90 95 

Thr Asn Asp Tyr Glu Leu Asn He Thr Asn Arg Leu Phe Gly Glu Lys 
100 105 no 

Thr Tyr Leu Phe Leu Gin Lys Tyr Leu Asp Tyr Val Glu Lys Tyr Tyr 
115 120 125 

His Ala Ser Leu Glu Pro Val Asp Phe Val Asn Ala Ala Asp Glu Ser 
I 30 135 140 

Arg Lys Lys He Asn Ser Trp Val Glu Ser Lys Thr Asn Glu Lys He 
145 15 ° 155 160 

Lys Asp Leu Phe Pro Asp Gly Ser He Ser Ser Ser Thr Lys Leu Val 
165 170 175 

Leu Val Asn Met Val Tyr Phe Lys Gly Gin Trp Asp Arg Glu Phe Lys 
180 185 190 

Lys Glu Asn Thr Lys Glu Glu Lys Phe Trp Met Asn Lys Ser Thr Ser 
195 200 205 
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Lys Ser Val Gin Met Met Thr Gin Ser His Ser Phe Ser Phe Thr Phe 
210 21S 220 

Leu Glu Asp Leu Gin Ala Lys lie Leu Gly lie Pro Tyr Lys Asn Asn 
225 23 ° 235 240 

Asp Leu Ser Met Phe Val Leu Leu Pro Asn Asp He Asp Gly Leu Glu 
245 250 255 

Lys He He Asp Lys He Ser Pro Glu Lys Leu Val Glu Trp Thr Ser 
260 265 270 

Pro Gly His Met Glu Glu Arg Lys Val Asn Leu His Leu Pro Arg Phe 
275 280 285 

Glu Val Glu Asp Gly Tyr Asp Leu Gin Ala Val Leu Ala Ala Met Gly 
290 295 300 

Met Gly Asp Ala Phe Ser Glu His Lys Ala Asp Tyr Ser Gly Met Ser 
305 310 315 320 

Ser Gly Ser Gly Leu Tyr Ala Gin Lys Phe Leu His Ser Ser Phe Val 
32S 330 335 

Ala Val Thr Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala Thr Gly He Gly 
340 345 350 

Phe Thr Val Thr Ser Ala Pro Gly His Glu Asn Val His Cys Asn His 
355 360 365 

Pro Phe Leu Phe Phe He Arg His Asn Glu Ser Asn Ser He Leu Phe 
370 375 380 

Phe Gly Arg Phe Ser Ser Pro 
385 390 



<210> 3 

<211> 2654 

<212> DMA. 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (71).. (1246) 

<400> 3 

cttatgcttc ctagttcgtt gcccagccac caccgtctct ccaaaaaccc gaggtctcgc 60 
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taaaateatc atg gat tea ctt ggc gec gtc age aet ega ett ggg ttt 
Met Asp Ser Leu Gly Ala Val Ser Thr Arg Leu Gly Phe 
1 5 , ft 



109 



157 



gat ctt ttc aaa gag etg aag aaa aea aat gat ggc aae ate ttc ttt 
Asp Leu Phe Lys Glu Leu Lys Lys Thr Asn Asp Gly Asn He Phe Phe 
15 20 25 

tee eet gtg ggc ate ttg act gca att ggc atg gte etc ctg ggg ace 205 
Ser Pro Val Gly He Leu Thr Ala He Gly Met Val Leu Leu Gly Thr 
30 35 40 45 

ega gga gee acc get tee cag ttg gag gag gt g ttt cac tct gaa aaa 253 
Arg Gly Ala Thr Ala Ser Gin Leu Glu Glu Val Phe His Ser Glu Lys 
50 55 60 

gag acg aag age tea aga ata aag get gaa gaa aaa gag gtg att gag 301 
Glu Thr Lys Ser Ser Arg He Lys Ala Glu Glu Lys Glu Val He Glu 
65 70 75 

aae aea gaa gca gta cat caa caa ttc caa aag ttt ttg act gaa ata , 349 
Asn Thr Glu Ala Val His Gin Gin Phe Gin Lys Phe Leu Thr Glu II 
80 85 90 

age aaa etc aet aat gat tat gaa ctg aac ata acc aac agg ctg ttt 397 
Ser Lys Leu Thr Asn Asp Tyr Glu Leu Asn He Thr Asn Arg Leu Phe ' 
95 100 105 

gga gaa aaa aea tae etc ttc ett caa aaa tae tta gat tat gtt gaa 445 
Gly Glu Lys Thr Tyr Leu Phe Leu Gin Lys Tyr Leu Asp Tyr Val Glu 
110 115 120 125 

aaa tat tat eat gca tct etg gaa ect gtt gat ttt gta aat gca gec 493 
Lys Tyr Tyr His Ala Ser Leu Glu Pro Val Asp Phe Val Asn Ala Ala 
130 "5 140 

gat gaa agt ega aag aag att aat tee tgg gtt gaa age aaa aea aat 541 
Asp Glu Ser Arg Lys Lys He Asn Ser Trp Val Glu Ser Lys Thr Asn 
145 150 



155 



Glu HI T x 9 9 ° g9C tCt att a *c tct ace 

Glu Lys He Lys Asp Leu Phe Pro Asp Gly Ser He Ser Ser Ser Thr 

160 165 l1o 



589 



aag ctg gtg etg gtg aac atg gtt tat ttt aaa ggg caa tgg gac agg 637 
Lys Leu Val Leu Val Asn Met Val Tyr Phe Lys Gly Gin T^ Asp Arg 
175 180 185 
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gag ttt aag aaa gaa aat act aag gaa gag aaa ttt tgg atg aat aag 685 
Glu Phe Lys Lys Glu Asn Thr Lys Glu Glu Lys Phe Trp Met Asn Lys 
190 195 200 205 

age aca agt aaa tct gta cag atg atg aca cag age cat tec ttt age 733 
Ser Thr Ser Lys Ser Val Gin Met Met Thr Gin Ser His Ser Phe Ser 
210 215 220 

ttc act ttc ctg gag gac ttg cag gee aaa att eta ggg att cca tat 781 
Phe Thr Phe Leu Glu Asp Leu Gin Ala Lys He Leu Gly He Pro Tyr 
225 230 235 

aaa aac aac gac eta age atg ttt gtg ctt ctg ccc aac gac ate gat 829 
Lys Asn Asn Asp Leu Ser Met Phe Val Leu Leu Pro Asn Asp He Asp 
240 245 250 

ggc ctg gag aag ata ata gat aaa ata agt cct gag aaa ttg gta gag 877 
Gly Leu Glu Lys He He Asp Lys He Ser Pro Glu Lys Leu Val Glu 
255 260 265 

tgg act agt cca ggg cat atg gaa gaa aga aag gtg aat ctg cac ttg 925 
Trp Thr Ser Pro Gly His Met Glu Glu Arg Lys Val Asn Leu His Leu 
270 275 280 285 

ccc egg ttt gag gtg gag gac ggt tac gat eta cag gcg gtc ctg get 973 
Pro Arg Phe Glu Val Glu Asp Gly Tyr Asp Leu Gin Ala Val Leu Ala 
290 295 300 

gee atg ggg atg ggc gat gee ttc agt gag cac aaa gee gac tac teg 1021 
Ala Met Gly Met Gly Asp Ala Phe Ser Glu His Lys Ala Asp Tyr Ser 
305 310 315 

gga atg teg tea ggc tec ggg ttg tac gee cag aag ttc ctg cac agt 1069 
Gly Met ser Ser Gly Ser Gly Leu Tyr Ala Gin Lys Phe Leu His Ser 
320 325 330 

tec ttt gtg gca gta act gag gaa ggc acc gag get gca get gec ace 1117 
ser Phe Val Ala Val Thr Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala Thr 
335 340 345 

ggc ata ggc ttt act gtc aca tec gec cca ggt cat gaa aat gtt cac 1165 
Gly He Gly Phe Thr Val Thr Ser Ala Pro Gly His Glu Asn Val His 
350 355 360 365 

tgc aat cat ccc ttc ctg ttc ttc ate agg cac aat gaa tec aac age 1213 
Cys Asn His Pro Phe Leu Phe Phe He Arg His Asn Glu Ser Asn Ser 
370 375 380 
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ate etc ttc ttc ggc aga ttt tct tct cct taa gatgategtt gecatggcat 1266 
lie Leu Phe Phe Gly Arg Phe Ser Ser Pro 
385 390 

tgctgctttt agcaaaaaac aactaccagt gttactcata tgattatgaa aategtccat 1326 

tcttttaaat gttgtctcac ttgeatttec agtcttggcc atcaaatcaa tgatttaatg 1386 

actecaataa tgtgtgtgtt tataaccatc ctcgaaagtg aaatgtcctt ttttttgtgc 1446 

catgegtaag gtgagtcaaa ccaaacctca ttgataatct cccctttggt ttcctttgaa 1506 

agtaaattgg tatcttgtag ttttgtgcac acgaaaggag agaaagtttc tccagtaaag 1566 

agtacgaact agtaattttg gggggtctct ctaattctgg tattttgaca tgttataata 1626 

cgcaagtaaa ataaaacaat agtttactca gctcatgtta ctattcccca acagatattg 1686 

tggcaaatca cacataggaa agaggatttg ggaatacagt agcaaaacat aaattaaaac 1746 

tcaaatgccc aggacaaaat aaaacaatat accagatgga gaggatgece gtattttcat 1806 

cttccattct aacattatcc attgttagat gcataagcat tttgatattg tgtaataaat 1866 

gtggtatttg agaagataaa tgatgtagtt gatcagtaat cctcctctat caccttttta 1926 

gactttgtaa ggtaaatatt tggactaact tttagaaaag tttccctttt tttctccatt 1986 

tacatttttc tggttttttt tttttttttt gagtgaggta cgagtattac caaatgatat 2046 

tttctgaaga tgctttttgg aaagctctga atctatacct aatgetctta attattggct 2106 

tgtttcattt ttttcctcca gtttttaaca agatcacata actggcttat ttttaacagc 2166 

tttgtcaaac tacaatttac atgccgtaaa atgtacacac tgtaatttta taattcattg 2226 

acttttagta aattttctag cgttatgcat cgccacaatc cagttttaga atatttccat 2286 

gaccctaaga agtttcctca tgtctattaa tattcccaat cctaggcacc actgagttgt 2346 

tttctgtctt tataagtttt tctttctaca tcttatataa atggaatcat aatacatgta 2406 

gtattttgtg tetggegtet tgeacttage atggtgttct tgaggttcat ctgttgtagt 2466 

atgtattgat acttaggatt tttttattgc cgaatactat tecattgeat ggaaaagacc 2526 

tattttattt ctaggttcac cagttgaggg acatttggat tgttcccact tcttgggctg 2586 
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ttaggaataa tgttgctctg aacatgtaaa taaagatctt tgtgttcttt tttttttttt 2646 
tttttttt 2654 

<210> 4 

<211> 391 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Met Asp Ser Leu Gly Ala Val Ser Thr Arg Leu Gly Phe Asp Leu Phe 
1 5 10 15 

* 

Lys Glu Leu Lys Lys Thr Asn Asp Gly Asrt lie Phe Phe Ser Pro Val 
20 25 30 

Gly He Leu Thr Ala lie Gly Met Val Leu Leu Gly Thr Arg Gly Ala 
35 40 45 

Thr Ala Ser Gin Leu Glu Glu Val Phe His Ser Glu Lys Glu Thr Lys 
SO 55 60 

Ser Ser Arg He Lys Ala Glu Glu Lys Glu Val lie Glu Asn Thr Glu 
65 70 75 80 

Ala Val His Gin Gin Phe Gin Lys Phe Leu Thr Glu lie Ser Lys Leu 
85 90 95 

Thr Asn Asp Tyr Glu Leu Asn He Thr Asn Arg Leu Phe Gly Glu Lys 
100 105 HO 

Thr Tyr Leu Phe Leu Gin Lys Tyr Leu Asp Tyr Val Glu Lys Tyr Tyr 
115 120 125 

His Ala ser Leu Glu Pro Val Asp Phe Val Asn Ala Ala Asp Glu Ser 
130 135 140 

Arg Lys Lys He Asn Ser Trp Val Glu Ser Lys Thr Asn Glu Lys He 
145 150 155 160 

Lys Asp Leu Phe Pro Asp Gly Ser He Ser Ser Ser Thr Lys Leu Val 
165 170 175 

Leu Val Asn Met Val Tyr Phe Lys Gly Gin Trp Asp Arg Glu Phe Lys 
180 185 190 
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Lys Glu Asn Thr Lys Glu Glu Lys Phe Trp Met Asn Lys Ser Thr Ser 
195 200 205 

Lys Ser Val Gin Met Met Thr Gin Ser His Ser Phe Ser Phe Thr Phe 
210 215 220 

Leu Glu Asp Leu Gin Ala Lys lie Leu Gly He Pro Tyr Lys Asn Asn 
225 230 235 24Q 

Asp Leu Ser Met Phe Val Leu Leu Pro Asn Asp He Asp Gly Leu Glu 
245 250 255 

Lys lie He Asp Lys He Ser Pro Glu Lys Leu Val Glu Trp Thr Ser 
260 265 270 

Pro Gly His Met Glu Glu Arg Lys Val Asn Leu His Leu Pro Arg Phe 
275 280 285 

Glu Val Glu Asp Gly Tyr Asp Leu Gin Ala Val Leu Ala Ala Met Gly 
290 295 300 

Met Gly Asp Ala Phe Ser Glu His Lys Ala Asp Tyr Ser Gly Met Ser . 
305 315 320 

Ser Gly Ser Gly Leu Tyr Ala Gin Lys Phe Leu His Ser Ser Phe Val 
325 330 335 

Ala Val Thr Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala Thr Gly He Gly 
340 345 350 

Phe Thr Val Thr Ser Ala Pro Gly His Glu Asn Val His Cys Asn His 
355 360 365 

Pro Phe Leu Phe Phe He Arg His Asn Glu Ser Asn Ser He Leu Phe 
370 375 380 

Phe Gly Arg Phe Ser Ser Pro 
38S 390 



<210> 5 
<211> 2831 
<212> DMA 

<213> Homo sapiens 
<400> 5 

accgtctotc caaaaacccg aggtctcgct aaaatcatca tggattcact tggcgccgtc 60 
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agcactcgac ttgggtttga tcttttcaaa gagctgaaga aaacaaatga tggcaacatc 120 
ttcttttccc ctgtgggcat cttgactgca attggcatgg tcctcctggg gacccgagga 180 
gccaccgctt cccagttgga ggaggtgttt cactctgaaa aagagacgaa gagctcaaga 240 
ataaaggctg aagaaaaaga gattgagaac acagaagcag tacatcaaca attccaaaag 300 
tttttgactg aaataagcaa actcactaat gattatgaac tgaacataac caacaggctg 360 
tttggagaaa aaacatacct cttccttcaa aaa tact tag attatgttga aaaatattat 420 
catgcatctc tggaacctgt tgattttgta aatgcagccg atgaaagtcg aaagaagatt 480 
aattcctggg ttgaaagcaa aacaaatgat gtggaaactg aggcacagag agtttaaata 540 
acttgcccaa gattcctcag ctgataagag gcaaactgga tgctaacaga ggcatctgac 600 
cccagagtct ggactcttaa ccatgaacct taatttatcc actgggataa ataggcgatg 660 
ggcaaaatga gaacctcccc gtcgattctg ccagcaaacc ctttgtcagc aaggccctca 720 
gaaaaaatca aggacttgtt cccagatggc tctattagta gctctaccaa gctggtgctg 780 
gtgaacatgg tttattttaa agggcaatgg gacagggagt ttaagaaaga aaatactaag 840 
gaagagaaat tttggatgaa taagagcaca agtaaatctg tacagatgat gacacagagc 900 
cattccttta gcttcacttt cctggaggac ttgcaggcca aaattctagg gattccatat 960 
aaaaacaacg acctaagcat gtttgtgctt ctgcccaacg acatcgatgg cctggagaag 1020 
ataatagata aaataagtcc tgagaaattg gtagagtgga ctagtccagg gcatatggaa 1080 
gaaagaaagg tgaatctgca cttgccccgg tttgaggtgg aggacggtta cgatctacag 1140 
gcggtcctgg ctgccatggg gatgggcgat gccttcagtg agcacaaagc cgactactcg 1200 
ggaatgtcgt caggctccgg gttgtacgcc cagaagttcc tgcacagttc ctttgtggca 1260 
gtaactgagg aaggcaccga ggctgcagct gccaccggca taggctttac tgtcacatcc 1320 
gccccaggtc atgaaaatgt tcactgcaat catcccttcc tgttcttcat caggcacaat 1380 
gaatccaaca gcatcctctt cttcggcaga ttttcttctc cttaagatga tcgttgccat 1440 
ggcattgctg cttttagcaa aaaacaacta ccagtgttac tcatatgatt atgaaaatcg 1500 
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tccattcttt taaatgttgt ctcacttgca tttccagtct tggccatcaa atcaatgatt 1560 
taatgactcc aataatgtgt gtgtttataa ceatcctcga aagtgaaatg tccttttttt 1620 
tgtgccatgc gtaaggtgag tcaaaccaaa cctcattgat aatctcccct ttggtttcct 1680 
ttgaaagtaa attggtatct tgtagttttg tgcacacgaa aggagagaaa gtttctccag 1740 
taaagagtac gaactagtaa ttttgggggg tctctctaat tctggtattt tgacatgtta 1800 
'taatacgcaa gtaaaataaa acaatagttt actcagctca tgttactatt ccccaacaga 1860 
tattgtggca aatcacacat aggaaagagg atttgggaat acagtagcaa aacataaatt 1920 
aaaactcaaa tgcccaggac aaaataaaac aatataccag atggagagga tgcccgtatt 1980 
ttcatcttcc attctaacat tatccattgt tagatgcata agcattttga tattgtgtaa 2040 
taaatgtggt atttgagaag ataaatgatg tagttgatca gtaatcctcc tctatcacct 2100 
ttttagactt tgtaaggtaa atatttggac taacttttag aaaagtttcc ctttttttct 2160 
ccatttacat ttttctggtt tttttttttt tttttgagtg aggtacgagt attaccaaat 2220 
gatattttct gaagatgctt tttggaaagc tctgaatcta tacctaatgc tcttaattat 2280 
tggcttgttt catttttttc ctccag tttt taacaagatc acataactgg cttattttta 2340 
acagctttgt caaactacaa tttacatgcc gtaaaatgta cacactgtaa ttttataatt 2400 
cattgacttt tagtaaattt tctagcgtta tgcatcgcca caatccagtt ttagaatatt 2460 
tccatgaccc taagaagttt cctcatgtct attaatattc ccaatcctag gcaccactga 2520 
gttgttttct gtctttataa gtttttcttt ctacatctta tataaatgga atcataatac 2580 
atgtagtatt ttgtgtctgg cgtcttgcac ttagcatggt gttcttgagg ttcatctgtt 2640 
gtagtatgta ttgatactta ggattttttt attgccgaat actattccat tgcatggaaa 2700 
agacctattt tatttctagg ttcaccagtt gagggacatt tggattgttc ccacttcttg 2760 
ggctgttagg aataatgttg ctctgaacat gtaaataaag atctttgtgt: tcaaaaaaaa 2820 
aaaaaaaaaa a 

2831 
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Internationales Aktenzeichen j 

PCT/EP 99/02148 


A. K L ASSJr IZJe n U NG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES — 

IPX 7 C12N15/11 C07K14/81 ! 

Nach der Intemationalen Patantklasaifikation (IPK) Oder nach der nationaJen Klassifikation und der IPK 


B. RECHERCHIERTE GEBIETE 1 


Reeherchierter Mindestprufstoff (Klassrfikationssystem und Klasiirt^tionssymboie") ' " 1 

IPK 7 C07K 1 


Recherchierte aber n.cht zum Mindestprufstoff gehOrende Veroff enUtchungen. soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 


Wahrend der intemationaien Recherche konsultierte etektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtL verwendete Suchbegriffe) 1 


a ALSWI 


SSENTUCH ANGfcSEHENE UNTERLAGEN | 


Kategorie* 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden Te3e 


Betr. Anspruch Nr. I 


X 
X 


ABTS H F ET AL: "Analysis of 
UVB-modulated gene expression in human 
keratinocytes by mRNA differential display 
polymerase chain reaction." 
PHOTOCHEMISTRY AND PHOTOBIOLOGY, (1997 
SEP) 66 (3) 363-7. , XP00211630G 
Seite 265, Spalte 1, Zeile 20 - Zeile 24 
Seite 236, Spalte 2, Zeile 30 - Zeile 31 

DATABASE GENBANK [Online] 
accession no. X98307, 
1. Juli 1996 (1996-07-01) 
ABTS ET AL.: "Analysis of UV-B modulated 
gene expression ..." 
XP0021163O1 
Zusamnenfassung 

-/" 


1-20 
1-20 


1 Xl ^:^r 6ff * ntliChUn9en ^ von FeW C zu |J] SieheAnhang Patentfamiiie 




•^ZTZXT™* T : ^S^ereVerOffentliohung, die nach dem international Anrneldedatum 
A Verbtfentfichung, die den aBgemetnen Stand der Technic definiert, efcm PnontaUdatum veroftentJicht worden ist und mit der 1 

aber nicht aJs besonders bedeutsam anzusehen bt Anmeldung nicht koQidiert. sondem nur zum Verstandnts dee der | 
•E" alteres Dokument, daa jedoch erst am oder nach dem tntemabonaJen Erfindung zugrundeSegenden Prinztpa Oder der ihr zugrundeliegenden I 

Anmeldedatum veroffentfa'cht worden nt neone angegeben »t 
*L* VeroffentKchung. die oeeionet ist einin Pnofits^n^n^ -~~>it-n* » *** VerOffentlichung von beeonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 1 

scheinen zu ^tn^d^^^ e^e^^^ tEI ^tF^ 
^Re^erchenbericht genannten VerotfentiicT^ ^ J^^Tt brtnM * W 

soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist fwie verOffentJichung von beeonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung I 

ausgefuhrt) 39 ^° 1 **nn nicht ala auf erfinderischer Tabgkeit beruhend betrachtet 
'O* Veroffentiichung, die sfch auf erne mundiiche Offenbarung we ™ n »^ %nn d » Veroffentlichung mit einer oder mehreren and^rtt I 

eine Benutzung , eine Aussteflung oder andere Maftnahmen bezieM VerOffenMichungenj cfieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 1 
*P Veroffentlichung, die vor dem intemationaien Anmeldedatum, abeVnach Verbindung for etnen Fachmarm nahetiegend ist 

dem beanapruchten Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist Veroffentiichung, die MrtgOed derseben Patentfarrefis ist f 
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Abaendedatum des intemationaien Recherchenbenchts j 


Name undPostanschrift der internabonalen Recherchenbehorde ™— 
Europaisches Patentamt, P.B. 5318 Patentiaan 2 
NL-2280HVR*swijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nt. 
Fax: (+31 -70)340-301 6 
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Kategori*' Bezeicanung der Ver6ffenttichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht to 



mmenden Tefle 



Betr. Ansprueh Nr. 



X,0 



ABTS, HARRY F. (1) ET AL: "Repression of 
cellular genes by UVB radiation: A new 
mechanism in the UVB response of human 
keratinocytes. " 

JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, 
(APRIL, 1998) VOL. 110, NO. 4, PP. 494. 
MEETING INFO. : ANNUAL MEETING OF THE 
INTERNATIONAL INVESTIGATIVE DERMATOLOGY 
COLOGNE, GERMANY MAY 7-10, 1998 THE 
SOCIETY FOR INVESTIGATIVE DERMATOLOGY, 
INC.. , 

DE 197 42 725 A (ABTS HARRY FRANK DR) 
1. April 1999 (1999-04-01) 

WO 97 14425 A (GEN HOSPITAL CORP ;SHISEID0 
CO LTD (JP)) 24. April 1997 (1997-04-24) 



1-20 



1-20 
1-20 
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F Id I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ais nicht recherchie rbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 

GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestimmte AnsprQche kein Recherchenbericht erstellt: 
1 - | 1 AnsprQche Nr. 

wet! sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. 2] AnsprQche Nr. 4, 21 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen. die den voraesehri*>hftn«n Ar»fnrri 0 r.»n« M ert 

daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht dJrchgefuhrt ^er^k^T^^ Anforderungen so wen,g entsprechen, 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEM PCT/ISA/210 



3. | j AnsprQche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaSt sind. 

F Id H Bemerkungen bei mangelnde r EinheHlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 

Die international Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



I | 2f der Anmelder aJle erforderfichen zusatzlkhen RecherchengebQhren rechtzeftig entrichtet hat erstreckt sich dieser 
1 ■ Internationale Recherchenbericht auf alie recherchierbaren AnsprQche. * erstrecKt s,ch d,eser 

2 * D zu^atzlthe^er h ^ Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden kormte, der eine 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat c£e Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert 



3 * □ inte^^^ erstreckt sich dieser 

I^t^cne Nr Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind t namlich auf die 



4 * O ^SSSSm nicht entrichtet. Der intemationale Recher- 

fam? beschrankt s.ch daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

I | Die Za ™ung zusatzlicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr.: 4, 21 



Anspruch 4: SEQ ID fehlt in den urspriinglich einnereichte Unterlagen, 
Anspruch 21: sprachlich unklar. J 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche auf 
Erfindungen, fur die kein international Recherchenbericht erstellt 
wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT), In seiner Eigenschaft als mit 
der internationalen vorlaufigen Priifung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Priifung fur Gegenstande durchfiihren, 
zu denen keine Recherche vorliegt. Dies gilt auch fiir den Fall, daB die 
Patentanspriiche nach Erhalt des internationalen Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, daB der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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